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« Au pays de Perledeau, il fait nuit noire. » 
 
La Chanson du vent,  
Le Chantre de l’Autre monde 
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RÉSUMÉ 
 
L'apoptose  lymphocytaire  joue un  rôle  essentiel  dans  le  contrôle  de  la  réponse 
immunitaire et de la prolifération cellulaire. De nombreuses voies interviennent dans sa 
régulation,  dont  certaines  dépendantes  de  l’oncogène  RAS.  Un  défaut  d'apoptose 
lymphocytaire  induit  l'apparition  de maladies  auto‐immunes  et  lympho‐prolifératives 
comme  l'Autoimmune  LymphoProliferative  Syndrome  (ALPS).  L'ALPS  fait  suite  à  des 
anomalies  du  principal  récepteur  membranaire  de  mort  FAS,  pivot  de  l'apoptose 
lymphocytaire.  
 
Le  RAS‐Associated  Lymphoproliferative  Disease  (RALD)  est  une  entité  décrite 
récemment,  se  rapprochant  de  l'ALPS  par  la  symptomatologie  et  la  physiopathologie 
sous‐jacente. Cependant, dans le RALD, le défaut d'apoptose lymphocytaire n’est pas lié 
à  des  mutations  de  FAS  mais  à  une  hyperactivation  de  la  voie  RAS,  mettant  ainsi  en 
lumière le rôle essentiel de cette voie dans la régulation du processus en question.  
 
Dans  les  Leucémies  Myélo‐Monocytaires  Juvéniles  Chroniques  (JMML),  les 
mêmes  mutations  que  celles  observées  dans  les  RALD  sont  trouvées,  sur  les  mêmes 
populations  cellulaires.  Il  existe  une  hétérogénéité  clinique  et  biologique  au  sein  des 
JMML,  certaines  étant  indolentes  (LS‐JMML)  et  d'autres  sévères  (S‐JMML).  A  cette 
hétérogénéité au sein même des JMML s'ajoute celle observée entre JMML et RALD.  
 
L'objectif  de  ce  travail  a  été  de  comprendre  les  tenants  des  différences 
phénotypiques observées, au travers du scope de l'apoptose des lymphocytes T activés, 
en  comparant  les  trois  entités  résultant  de  mutations  activatrices  de  RAS  dans  des 
cellules pluripotentes hématopoïétiques  : RALD, LS‐JMML et S‐JMML. Nous rapportons 
des  conséquences  distinctes  pour  des  mutations  identiques  ou  équivalentes,  avec 
différentes voies de l'apoptose touchées, différenciant les phénotypes induits.  
 
Ce  travail  a  permis  de  démontrer  que  l’hyperactivation  de  la  voie  RAS  seule 
n’entraîne  pas  nécessairement  une  dérégulation  de  la  réponse  immunitaire  T.  Des 
événements additionnels  aux mutations présentes  sont nécessaires au développement 
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des  symptômes.  Ces  événements  ont  bien  des  conséquences  sur  l'apoptose 
lymphocytaire, au niveau post‐traductionnel, qu’ils concernent la voie RAS ou non.  
 
Les  différences  observées  entre  les  trois  phénotypes  sur  le  plan  expérimental 
pourraient être une aide au pronostic. De plus, ce travail ouvre la voie à l'identification 
en détails  des  facteurs  additionnels  et  voies défaillantes  et permettrait  ainsi  d'obtenir 
des thérapeutiques spécifiques actuellement inexistantes. 
 
 
Mots clés :  
Activated  cells  autonomous  death,  Activation  induced  cell  death,  Autoimmunité, 
Apoptose,  Leucémie  myélo‐monocytaire  juvénile  chronique,  Lymphocytes  T, 
Lymphoprolifération, Myéloprolifération, MAP Kinases, Oncogène RAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lanzarotti Nina - Thèse de doctorat - 2014 
  9 
ABSTRACT 
 
Influence of RAS hyperactivity on T cells apoptosis during the immune response  
 
Lymphocytes  apoptosis  is  essential  in  maintaining  homeostasis  and  avoiding 
abnormal  proliferation.  When  defective,  autoimmune  diseases  as  the  Autoimmune 
LymphoProliferative Syndrome (ALPS), due to mutations of the death receptor FAS, can 
occur.  Several  pathways  are  important  actors  influencing  the  apoptosis  cascade, 
including  the RAS  proto‐oncogene  signaling.  The RAS  Associated  Lymphoproliferative 
Disease  (RALD)  is  a  newly  described  entity,  similar  to  ALPS  but  with RAS  mutations 
instead of FAS mutations, enlightening the primary role of RAS in apoptosis regulation. 
Interestingly,  the  same  RAS  mutations  as  observed  in  RALD  are  also  the  cause  of  a 
malignant proliferation, the Juvenile Myelo Monocytic Leukemia (JMML). In the case of 
JMML,  RAS  mutations  can  lead  either  to  a  mild  (LS‐JMML)  or  a  severe  (S‐JMML) 
phenotype. Thus, three different phenotypes can be caused by the same oncogenic RAS 
mutations.  In  order  to  better  understand  and  characterize  the  influence  of  oncogenic 
RAS mutations in lymphocytes’ apoptosis we studied it in patients presenting with RALD, 
LS‐JMML  and  JMML.  We  showed  that  isolated  RAS  hyperactivity  is  not  sufficient  to 
induce an immune deregulation. Additional factors are required to do so. These factors 
influence both mitochondrial and extrinsic apoptosis pathways at a post‐transcriptional 
level. They are due to probable genetic events, and their identification can lead to new 
therapeutic  strategies.  Furthermore,  activated  lymphocytes’  in  vitro  apoptosis 
assessment can help differentiating  the  three phenotypes and  thus  facilitate prognosis 
prediction. 
 
Keywords : 
Activated  cells  autonomous  death,  Activation  induced  cell  death,  Autoimmunity, 
Apoptosis,  Juvenile  myelo‐monocytic  leukemia,  T  Lymphocytes,  Lymphoproliferation, 
Myeloproliferation, MAP Kinases, RAS Oncogène 
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ABRÉVIATIONS 
 
ACAD  Activated cells autonomous death 
ACK1  Activated CDC42 kinase 1 
ADN  Acide désoxyribonucléique 
AICD  Activation induced cell death 
AIF  Apoptosis inducing factor 
ALPS  Autoimmune lymphoproliferative syndrome 
AP1  Activator protein 1 
APAF1  Apoptotic protease activating factor 1 
ATF  Cyclic AMP‐dependent transcription factor 
ATP  Adenosine triphosphate 
BAG3  Bcl‐2 associated athanogene domain 3 
BAK  Bcl‐2 homologous antagonist killer 
BAX  Bcl‐2‐associated X protein 
BCL  B‐cell lymphoma 
BH  BCL‐2 homology domain 
BID  BH3 interacting‐domain death agonist 
BIM  BCL‐2 interacting mediator of cell death 
BIR  Baculoviral IAP repeat 
CA++  Calcium 
CAD  Caspase‐activated DNase 
CARD  Caspase recruitment domains 
CARMA1  CARD‐containing MAGUK protein 1 
CASPASE  Cysteinyl‐aspartate‐cleaving proteases 
CBL  Casitas B‐lineage Lymphoma 
CD  Cluster de différenciation 
cDNA  ADN complémentaire 
CFC  Cardio‐facio‐cutané 
CPA  Cellule présentatrice d'antigène 
DAG  Diacylglycérol 
DCR  Decoy recepteur 
DD  Death domain 
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DED  Death effector domain 
DISC  Death inducing signaling complex 
DLC1  Deleted in liver cancer 1 
DR  Death receptor 
EGF  Epidermal growth factor 
EGR  Early growth response 
ELK1  ETS domain‐containing protein  
ENDOG  Endonucléase G 
ERK  Extracellular signal‐regulated kinases 
FAS  Apoptosis stimulating Fragment 
FLICE  FADD‐like ICE 
FLIP  Cellular FLICE‐inhibitory protein 
FAT  Focal adhesion targeting 
FOS  Finkel‐Biskis‐Jinkins osteogenic sarcoma 
FOXO  Forkhead box O 
GAP  GTPase activating proteins 
GAPDH  Glycéraldéhyde 3 phosphate déshydrogénase 
GF  Growth factor  
GFR  Growth factor receptor  
GM‐CSF  Granulocyte macrophage colony stimulating factor 
GNEF  Guanine nucleotide exchange factor 
GRB2  Growth factor receptor bound protein 2 
GTP  Guanosine triphosphate 
HPK1  Hematopoietic progenitor kinase 1 
HSP  Heat shock protein 
HTRA2  High temperature requirement serine protease A2 
IAP  Inhibitor of apoptosis 
ICAD  Inhibitor of caspase‐activated DNase 
ICE  IL‐1 beta‐converting enzyme 
IKB  Inhibitor of NF‐κB 
IKK  IκB kinase 
IL  Interleukine 
IL12RB1  Chaîne Béta 1 de l’IL12R 
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ILR  Interleukin receptor 
IP3  Inositol trisphosphate 
ITAM  Immunoreceptor tyrosine‐base activation motifs 
JMML  Juvnile myelomonocytic leukemia 
JNK  Jun N‐terminal kinase 
LAT  Linker for activation of T cells 
LCK  Lymphocyte‐specific protein‐tyrosine kinase 
LTCD4  Lymphocyte T CD4 
LTCD8  Lymphocyte T CD8 
LTDN  Lymphocyte T double négatif 
MAC  Mitochondrial Apoptosis‐Induced Channel 
MAF  Musculoaponevrotic fibrosarcoma oncogene homolog 
MALT  Mucosa‐associated lymphoma translocation protein 
MAPK  Mitogen‐activated protein kinase 
MCL1  Myeloid cell leukemia 1 
MDM2  Murine double minute 2 
MEK  MAPK/Erk kinase 
NADH  Nicotinamide adénine dinucléotide 
NF1  Neurofibromatose de type 1 
NFAT  Nuclear factor of activated T‐cells 
NFkB  Nuclear factor kappa B 
PARP  Poly(ADP‐ribose)polymerase 
PI3K  Phosphoinositide 3 kinase 
PIP2  Phosphatidylinositol 3,4‐bisphosphate 
PKB ou AKT  Protein kinase B 
PKC  Protein kinase C 
PLC  Phospholipase 
PP2A  Protein phosphatase 2A 
PTPN11  Tyrosine‐protein phosphatase non‐receptor type 11 
PUMA  p53 upregulated modulator of apoptosis 
RAC  Ras‐related C3 botulinum toxin substrate 
RAF  Rapidly Accelerated Fibrosarcoma 
RALD  RAS associated lymphoproliferative disease 
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RAP  Ras‐related protein 
RAS  Rat sarcoma 
RE  Réticulum endoplasmique 
RING  Really Interesting New Gene 
RIP  Receptor interacting protein 
ROCK  Rho‐associated, coiled‐coil‐containing protein kinase  
SEE  Staphylococcal enterotoxin E 
SH  Src homology 
SMAC  Second mitochondria‐derived activator of caspase 
SOS  Son of sevenless guanine nucleotide exchange factor  
SRC  Rous sarcoma oncogene cellular homolog 
STAT  Signal transducer and activator of transcription 
TCR  T cell receptor 
TEMRA  T8 effector memory CD45RA+ 
TNF  Tumor necrosis factor 
TNFRSF  TNF receptor superfamily 
TRADD  TNF receptor‐1‐associated death domain protein 
TRAF  TNF receptor‐associated factor 
TRAIL  TNF‐related apoptosis‐inducing ligand 
TRAILR  TNF‐related apoptosis‐inducing ligand receptor 
TWEAK  TNF like weak inducer of apoptosis 
UV  Ultraviolets 
WT  Wild type, sauvage 
XIAP  X linked mammalian inhibitor 
ZAP  Z‐chain‐associated protein kinase 
ZVAD  Carbobenzoxy‐valyl‐alanyl‐aspartyl‐[O‐methyl] 
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I. INTRODUCTON 
 
La mort cellulaire programmée, autrement appelée apoptose, est un mécanisme 
clef  de  contrôle  de  la  prolifération  cellulaire.  Au  sein  du  système  immunitaire,  ce 
contrôle est essentiel. Il intervient lors de la maturation de ce dernier puis au cours du 
développement  et  de  la  sélection  des  lymphocytes.  Ultérieurement,  au  niveau  des 
lymphocytes  T  matures,  l’apoptose  joue  un  rôle  central  lors  de  la  régulation  de  la 
réponse  immunitaire,  qu’elle  soit  déclenchée  par  un  antigène  étranger  ou  qu’elle  soit 
auto‐immune. Enfin, elle est essentielle dans le contrôle de la prolifération tumorale. 
 
Ce sont des signaux de mort qui, perçus par la cellule, déclenchent des cascades 
d’activation de protéines aboutissant à l’apoptose. A contrario, d’autres signaux perçus 
par  la  cellule  peuvent  déclencher  des  cascades  d’activation  de  protéines menant  à  la 
prolifération  cellulaire  et  inhibant  l’apoptose.  La  voie  initiée  par  l’activation  des 
protéines  RAS  en  est  un  exemple.  Elle  est  particulièrement  active  dans  la  lignée 
hématopoïétique.  
 
L’objectif  de  ce  travail  est  de mettre  en  lumière  les  interactions  existant  entre 
l’apoptose  lymphocytaire  T  et  l’activation  anormale  de  la  voie  RAS  au  cours  de  la 
réponse  immunitaire T, à partir d’un modèle pathologique reposant sur des mutations 
activatrices de la voie RAS dans le système hématopoïétique.  
 
Ce modèle  pathologique  est  appelé  RAS  associated  lymphoproliferative  disease 
(RALD) ou leucémie myélomonocytaire juvénile chronique (JMML) selon les symptômes 
présentés  par  les  malades  résultant  des  mêmes  mutations.  Nous  verrons  que  la 
régulation  apoptotique  de  la  réponse  immunitaire  T  dans  ces  deux  configurations  est 
différente,  et  soutiendrons  comment  et  pourquoi  l’apoptose  peut  permettre  de 
comprendre les déterminants évolutifs de ces maladies. 
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A. APOPTOSE LYMPHOCYTAIRE 
1. Étymologie 
 
Le mot apoptose est composé de la préposition ΑΠΟ, qui en grec ancien signifie 
“hors de” ou qui en tant qu’adverbe est traduit par “loin de” et introduit ainsi la notion 
de distanciation, de séparation.  Le mot ptose en français signifie chute, mais est issu du 
verbe  ΠΙΠΤΩ,  au  futur  ΠΤΩΣΩ,  tomber mort,  périr,  être  taillé  en  pièces,  être  tué1.  La 
traduction littérale de l’apoptose serait donc : Périra séparé, tombera mort au loin. 
 
2. Historique 
 
L’apposition de ΑΠΟ et ΠΙΠΤΩ ou ΠΤΩΣΩ est  trouvée pour  la  première  fois  au 
IVème  siècle  avant  l’ère  chrétienne  dans  le  traité  d’Hippocrate  “Des  instruments  de 
réduction”, au chapitre 35, où il traite de la gangrène des membres2 (Figures 1 et 2). Il 
utilise la formule apoptose pour décrire le détachement, la chute des os morts. 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 : Extrait de « Des Instruments De Réduction », Chapitre 35, Hippocrate : « Quand la gangrène survient 
dans une fracture, les chairs se séparent promptement ; quand aux os, ils se détachent là où sont les limites de 
la dénudation, mais plus lentement. » 
 
 
Figure 2 : Extrait de « Des Instruments De Réduction », Chapitre 35, Hippocrate : « Quand la compression n’a 
pas été forte, les os ne tombent pas morts détachés, ils ne se dénudent pas non plus, mais la gangrène reste 
plus superficielle. » 
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Cependant Érotien, au  Ier siècle de notre ère, emploie « apoptosis » pour parler 
du  relâchement  d’un  bandage.  Le mot  apoptose  est  alors  employé  pour  introduire  la 
notion de distance, séparation que l’on met entre un bandage et une plaie. Par la suite, 
on  trouve  le  mot  « apoptosis »  traduit  par  « chute »  dans  divers  lexiques  grecs  du 
XIXème  siècle3,4,  eux‐mêmes  composés  sur  le  Thesaurus  linguae  Graecae  de  Henri 
Estienne datant de 1572 (Figure 3). 
 
 
 
Figure 3 :   A  gauche extrait du Dictionnaire universel de médecine, de  chirurgie, d’anatomie, de  chimie, de 
pharmacie, de botanique, d’histoire naturelle, etc. A droite extrait du Dictionnaire Grec – Français composé 
sur un nouveau plan. 
 
 
En  langage médico‐scientifique moderne, Kerr, Wyllie  et Currie  introduisent  en 
1972 le mot apoptosis pour décrire le processus de mort cellulaire actif et contrôlé par 
la cellule, par opposition à la nécrose qui est un processus dégénératif lié à une rupture 
de l’homéostasie cellulaire, non contrôlée par un stimulus précis. Les auteurs décrivent 
alors  un  processus  complémentaire  et  opposé  à  la  mitose  dans  la  régulation  des 
populations  cellulaires  animales  en  général,  qui  aboutit  à  la  constitution  de  corps 
apoptotiques contenant des restes de noyaux, qui seront ensuite phagocytés et dégradés 
par d’autres cellules (Figure 4). Après concertation avec le Professeur James Cormack du 
département de  grec de  l’université  d’Aberdeen,  les  auteurs proposent de nommer  ce 
processus cellulaire apoptose, qu’ils traduisent en anglais par « falling off », en raison de 
la fragmentation cellulaire en plusieurs corps séparés. 
 
Ce processus avait déjà été rapporté par Virchow5 en 1860 mais sous le terme de 
nécrobiose  qu’il  avait  bien  opposé  à  nécrose,  et  ceci  20  ans  après  la  première 
description de mort cellulaire par Vogt6. 
 
 
 
Lanzarotti Nina - Thèse de doctorat - 2014 
  25 
 
Figure  4 :  Explications  du  processus  d’apoptose  lors  de  sa  première  description  scientifique  dans  son 
acceptation actuelle. 
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3. Définition et rôles 
 
Nous  appelons  apoptose  la  mort  cellulaire  programmée,  c’est  à  dire 
l’autodestruction  des  cellules  en  réponse  à  un  stimulus.  On  observe  au  cours  du 
processus d’apoptose un bourgeonnement de la membrane plasmique, puis le noyau est 
condensé  et  fragmenté.  L’apoptose  aboutit  à  la  formation  de  plusieurs  corps 
apoptotiques dont la membrane est intègre et dont les organelles fonctionnent toujours, 
qui  seront  ensuite  détruits  ou  phagocytés  par  d’autres  cellules  environnantes.    On 
oppose  l’apoptose  à  la  nécrose,  qui  est  une mort  cellulaire  causée  par  des  dommages 
physiques  ou  chimiques.  La  nécrose  est  initiée  par  l’épuisement  total  des  réserves 
énergétiques  de  la  cellule,  ce  qui  entraîne  une  rupture  de  la membrane  cellulaire.  La 
libération  du  contenu  cellulaire  dans  la  matrice  extracellulaire  active  le  système 
immunitaire local et entraîne une inflammation. Dans la nécrose, on n’observe jamais la 
fragmentation de l’ADN génomique caractéristique de l’apoptose. Un troisième type de 
mort  cellulaire  également  décrit  est  l’autophagie,  qui  consiste  en  une  digestion  d’une 
partie du cytoplasme d’une cellule par ses propres lysosomes. 
 
  L’apoptose  est  un mécanisme  indispensable  au  développement  des  organismes 
pluricellulaires  et  au  maintien  de  leur  homéostasie.  Chez  l’homme,  elle  permet  par 
exemple lors de l’embryogenèse l’élimination des espaces interdigitaux et la séparation 
des doigts. Dans  les organismes adultes  l’apoptose  joue un rôle essentiel de régulation 
de  l’homéostasie ;  c’est  à  dire  de  l’espace  dédié  à  chaque  type  de  tissu  et  population 
cellulaire.  En  ce  qui  concerne  le  système  immunitaire,  en  particulier  les  lymphocytes, 
garants  de  nos  défenses  adaptatives,  l’apoptose  est  un  mécanisme  clef  de  son 
fonctionnement  harmonieux.  Ainsi  lors  de  la  réponse  immunologique  vis  à  vis  d’un 
antigène  étranger,  la  phase  d’expansion  des  lymphocytes  spécifiques  à  celui‐ci  et 
nécessaires  à  son  élimination  est  suivie  d’une  phase  de  contraction,  par  mort 
apoptotique, mettant  fin à  l’inflammation ainsi  générée  lorsqu’elle n’est plus utile. Par 
ailleurs, le développement de lymphocytes dits « auto‐réactifs » est également contrôlé, 
entre  autres,  par  apoptose.  Par  conséquent,  des  proliférations  cellulaires  incontrôlées 
comme des cancers et des maladies auto‐immunes et  inflammatoires peuvent survenir 
lorsque  ce  processus  physiologique  est  défectueux.  Nous  détaillerons  plus  bas  les 
caractéristiques de  l’Auto‐immune Lymphoproliferative Syndrome (ALPS), un exemple 
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de pathologie  liée à un défaut d’apoptose lymphocytaire. L’apoptose lymphocytaire est 
déclenchée  par  des  signaux  de  morts  qui  entraînent  des  cascades  de  signalisation 
intracellulaires  dites  extrinsèque  lorsque  les  signaux  de  mort  sont  transmis  par  des 
récepteurs de surface et intrinsèque lorsque les signaux proviennent de la cellule. 
 
4. Description 
a) Voie extrinsèque 
 
La  voie  extrinsèque  de  l’apoptose  lymphocytaire  est  déclenchée  par  la 
stimulation  de  récepteurs  transmembranaires  dits  récepteurs  de  mort  (DR), 
appartenant à la superfamille des récepteurs du TNF (TNFRSF, Figure 5). On dénombre 
six  récepteurs  de  mort  à  l’heure  actuelle,  listés  ci‐dessous  (tableau  1)8.  Parmi  ces 
récepteurs  de mort,  CD95,  connu  sous  le  nom de  FAS,  est  une  protéine  essentielle  au 
maintien  de  l’homéostasie  lymphocytaire  périphérique  chez  l’homme.  L’ALPS,  détaillé 
plus bas, est déclenché par un défaut de fonction de FAS9. Afin de transmettre le signal 
de mort,  FAS,  associé  à  deux  autres protéines  FAS  sous  forme homotrimérique10,  doit 
être stimulé au niveau de son domaine extracellulaire riche en cystéine par son  ligand 
(FAS‐LIGAND).  Cette  stimulation  du  récepteur  par  son  ligand  permet  de  dévoiler  son 
domaine de mort  (DD)  intracellulaire.  L’interaction du DD de FAS avec  celui de FADD 
permet  le  recrutement  des  CASPASES  8  et  1011.  FADD,  ou  MORT1,  est  une  protéine 
adaptatrice  intracellulaire  qui  en  plus  du  DD  possède  un  domaine  effecteur  de  mort 
(DED), dévoilé par l’interaction de son DD avec celui de FAS, et qui se lie aux CASPASES 
8 et 1012. 
 
Récepteur  Noms alternatifs  Ligand 
TNFR1  TNFRSF1A  TNF, LTα 
CD95  TNFRSF6, FAS  CD95L, FAS‐LIGAND 
DR3  TNFRSF25, TRAMP  TL1A 
DR4  TNFRSF10A, TRAILR1  Apo2L, TRAIL 
DR5  TNFRSF10B, TRAILR2  Apo2L, TRAIL 
DR6  TNFRSF21  ? 
Tableau 1 : Récepteurs de mort connus 
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Figure  5 :  Représentation  schématique  des  récepteurs  et  ligands  de  la  superfamille  des  Tumor  Necrosis 
Factors, d’après Aggarwal BB et Al.13 
 
L’ensemble de ces protéines forme le complexe multimoléculaire d’induction de 
la  mort  cellulaire,  le  DISC.  Ce  complexe  clive  les  deux  PRO‐CASPASES  8  et  10  dites 
initiatrices,  ce que  les active et elles vont à  leur  tour, dans une boucle d’amplification, 
activer les CASPASES 3 et 7 effectrices du processus d’apoptose14. 
 
Lanzarotti Nina - Thèse de doctorat - 2014 
  29 
Depuis  2008,  plusieurs  études  ont  décrit  la  formation  d’un  deuxième  DISC,  le 
DISC II (Figure 6), complémentaire du premier, qui associe FAS à la PRO‐CASPASE 8 et à 
c‐FLIP, par leurs DED respectifs, et dont la fonction est également de cliver et activer la 
CASPASE 815,16.  
 
 
Figure 6 : Représentation schématique de la formation des DISCs après liaison de FAS et de son ligand, d’après 
Lavrik et Al.15 
 
Les  caspases,  pour  Cystein  ASPartyl  proteASE,  sont  des  endoprotéases  qui 
possèdent  un  site  catalytique,  dont  un  résidu  cystéine  compris  dans  une  séquence 
amino‐acidique de type Q‐A‐C‐R/Q/G‐G (Figure 7)17. La synthèse des caspases aboutit à 
la  formation de pro‐caspases, qui sont des zymogènes dont  l’activation a  lieu après un 
clivage  protéolytique.  Les  caspases  actives  sont  des  tétramères  constituées  de  deux 
grandes et deux petites sous‐unités. Elles clivent des substrats contenant un motif tétra 
peptidique finissant par un aspartate. Elles‐mêmes contiennent ce motif, qui permet  la 
mise en place d’une boucle d’amplification qui consiste au clivage des caspases par  les 
caspases. Les CASPASES initiatrices 8 et 10 possèdent un DED leur permettant de se lier 
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aux  protéines  du  DISC,  alors  que  la  CASPASE  9  possède  un  domaine  CARD,  lui 
permettant de se lier aux protéines de l’apoptosome (Cf voie intrinsèque). Les caspases 
effectrices, elles, n’ont ni domaine CARD ni domaine DED (Figure 7). 
 
 
Figure 7 : Représentation schématique des caspases, d’après Riedl SJ et Al.17 
 
b) Voie intrinsèque 
 
La  voie  intrinsèque  de  l’apoptose  lymphocytaire  est  déclenchée  par  des 
agressions  physiques  ou  chimiques  subies  par  les  cellules,  comme  des  radiations, 
l’exposition à des drogues etc. Quel que soit  le stimulus, cette voie est dépendante des 
protéines de  la  famille de BCL‐2, qui ont soit une  fonction  inductrice soit une  fonction 
inhibitrice  (Tableau 2, Figure 8)18. BCL‐2 est une protéine décrite  initialement comme 
associée  au  lymphome  folliculaire,  dans  lesquels  la  translocation  chromosomique 
t(14,18)  entraîne  sa  sur‐expression,  son  nom  entier  étant  B‐Cell  Lymphoma  219.  Les 
protéines de cette  famille partagent un ou des domaines d’homologie à BCL‐2 dits BH. 
Elles  ont  toutes  une  action  sur  la mitochondrie  qui  est  le  point  d’orgue  de  cette  voie 
intrinsèque  de  l’apoptose.  Certaines  stabilisent  la  partie  externe  de  la  membrane 
mitochondriale  (gardiennes), d’autres y créent des canaux permettant au calcium d’en 
sortir (effectrices), et d’autres régulent la fonction des premières (initiatrices).  
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Initiatrices  Gardiennes  Effectrices 
1 Domaine BH3  Domaines BH1 BH2 BH3 BH4  Domaines BH1 BH2 BH3 
BIM, BID, BAD, PUMA, 
BIK, BMF, NOXA, HRK 
BCL‐2, BCL‐XL, BCL‐W, MCL1, 
A1, BCL‐B 
BAK, BAX, BOK 
Inhibent l’action des 
gardiennes 
Stabilisent la membrane 
mitochondriale, inhibent 
les effectrices 
Forment le canal 
mitochondrial nécessaire à 
l’induction de l’apoptose 
Tableau 2 : Protéines de la famille de BCL‐2 
 
 
 
Figure 8 : Représentation schématiques des protéines de la famille de BCL‐2 d’après Strasser.18 
 
Une  fois  le  stimulus  perçu  par  la  cellule,  le  signal,  pouvant  être  transmis  de 
multiples façons, par exemple par des protéines kinases (JNK, ERK, AKT…), les protéines 
initiatrices permettent la levée de l’inhibition des protéines effectrices BAX et BAK.  BAX 
et BAK forment alors un canal ionique dans la membrane externe de la mitochondrie, le 
MAC20.  Ce  canal  permet  à  la mitochondrie  de  relâcher  le  CYTOCHROME  C,  une  petite 
hémoprotéine soluble normalement associée à sa membrane interne, dans le cytosol21.  
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Le  CYTOCHROME  C  ainsi  libéré  dans  le  cytoplasme  va  former  un  complexe 
multimoléculaire avec deux APAF1 et deux PRO‐CASPASE 9, appelé apoptosome. APAF1, 
pour Apoptotic Peptidase Activating Factor 1, est une protéine présente dans le cytosol 
qui est maintenue repliée et donc inactive22. Lors de la fixation du CYTOCHROME C sur 
APAF1,  celle‐ci  dévoile  un  domaine  CARD,  pour  Caspase  Recruitement  Domain,  qui 
permet à plusieurs APAF1 de s’associer, et  la  fixation de  la PRO‐CASPASE 9, une autre 
caspase initiatrice qui contrairement aux CASPASES 8 et 10 ne contient pas de domaine 
DED,  mais  un  domaine  CARD.  L’apoptosome  ainsi  formé  induit  l’activation  de  la 
CASPASE 9 qui à son tour active les caspases effectrices ; CASPASE 3 et  CASPASE 723. 
 
L’apoptose  lymphocytaire  intrinsèque  peut  aussi  être  déclenchée  par 
l’élimination de l’Interleukine 2 (IL2) du milieu environnant du lymphocyte à la fin de la 
réaction immunitaire. C’est alors BIM, (famille de BCL‐2) qui déclenche le phénomène24. 
Lors  de  l’activation  de  la  voie  extrinsèque,  il  y  a  également  une  activation  de  la  voie 
intrinsèque  par  le  DISC  qui  en  plus  de  cliver  et  activer  les  caspases  initiatrices  clive 
BID25 (famille de BCL‐2). BID peut aussi être clivé par le GRANZYME B26. 
 
c) Les caspases effectrices et leurs cibles 
 
Les deux voies; extrinsèque et intrinsèque, aboutissent au clivage et à l’activation 
massive‐ grâce aux boucles d’amplification ‐ des CASPASES 3 et 7, dites effectrices, qui 
peuvent  également  être  activées  par  les  granzymes,  bien  que  plus  rarement.  Les 
caspases effectrices ne contiennent pas de domaines DED ou CARD, et sont constituées 
de deux sous‐unités ; une grande et une petite (Figure 7).  
 
Parmi  les  substrats  des  caspases  effectrices  dont  le  clivage  aura  un  effet  pro 
apoptotique, les protéines de la famille PARP, pour Poly ADP Ribose Polymérase, ont été 
identifiées de longue date comme cibles caractéristiques des caspases effectrices lors de 
l’apoptose lymphocytaire27.  
 
Les  protéines  de  la  famille  de  PARP  sont  composées  de  quatre  domaines ;  un 
domaine  de  liaison  à  l’ADN,  un  domaine  site  de  clivage  par  les  caspases,  un  domaine 
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d’auto‐modification,  et  un  domaine  catalytique.  On  les  trouve  dans  le  noyau,  leur 
fonction étant de participer au processus de réparation de  l’ADN. Lorsqu’une protéine 
PARP est rendue inactive par le clivage induit par une caspase, son activité de réparation 
de l’ADN est alors affectée.  
 
Cependant  il  semblerait  que  le  rôle  du  clivage  de  PARP  dans  l’apoptose 
lymphocytaire  soit  plus  lié  à  un  contrôle  de  la  dépense  énergétique  qu’à  l’absence  de 
maintien  de  l’intégrité  de  l’ADN.  L’inactivation  par  le  clivage  de  PARP  induirait  un 
inversement de la balance de dépense énergétique en faveur de l’induction de l’apoptose 
et en défaveur de celle requise pour  la réparation de  l’ADN. En effet,  la protéine PARP 
active  permet  le  transfert  d’ADP‐riboses  vers  les  protéines  ayant  un  site  accepteur  et 
cette  ribosylation  consomme  l’équivalent  de  quatre  molécules  d’ATP28.  Ainsi,  en 
présence  d’un  stimulus  de  mort  mais  si  PARP  reste  active  –  non  clivée  ‐,  la  cellule 
consomme  trop  d’ATP  pour  avoir  des  réserves  suffisantes  à  accomplir  le  processus 
d’apoptose et meurt par nécrose et non plus par apoptose29. 
 
Une cible des caspases effectrices identifiée comme principale responsable de la 
fragmentation  de  l’ADN  génomique,  caractéristique  de  l’apoptose,  est  l’inhibiteur  des 
CAD (Caspase Activated DNase) :  ICAD.    Son clivage  libère  les CAD, des endonucléases 
qui migrent dans  le noyau et digèrent  l’ADN entre  les nucléosomes, ce qui aboutit à  la 
fragmentation de l’ADN génomique en morceaux de la taille de multiples de 180 paires 
de bases30. 
 
Nombre d’autres protéines sont des cibles des caspases effectrices ayant un rôle 
dans le processus d’apoptose. Nous citerons la protéine ROCK1 (Rho‐associated coiled‐
coil  containing  protein  kinase  1),  régulatrice  de  l’organisation  du  cytosquelette31 ; 
l’actine,  la  gelsoline,  et  les  laminines  nucléaires,  nécessaires  au  maintien  de 
l’architecture de la cellule. La protéolyse de ces cibles joue un rôle essentiel au processus 
de  séparation de  la  cellule  en plusieurs  corps  apoptotiques  (blebbing). D’autres  cibles 
des caspases effectrices sont des régulateurs de l’apoptose de la famille de BCL‐2, et des 
protéines inhibitrices de l’apoptose. 
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d) L’apoptose indépendante des caspases 
 
L’Apoptosis  inducing  factor  (AIF)  est  une  flavoprotéine  localisée  en  conditions 
physiologiques  à  la membrane  interne  de  la mitochondrie  où  elle  a  un  rôle  de NADH 
oxydase nécessaire à la phosphorylation oxydative normale et au maintien de l’intégrité 
mitochondriale32,33.  Divers  mécanismes  indépendants  du  clivage  des  caspases  –  ce 
processus n’est pas  inhibé par  l’adjonction de ZVAD,  inhibiteur des caspases ‐ peuvent 
entraîner son relargage dans le cytosol suite à sa protéolyse34. L’AIF entre ensuite dans 
le noyau pour se  lier directement à  l’ADN et exécuter  l’apoptose35,36. L’endonuclease G 
(EndoG) est également une protéine mitochondriale intervenant dans la fragmentation 
de l’ADN nucléaire de façon indépendante des caspases37. 
 
La  signalisation  par  les  récepteurs  de mort  FAS,  TRAILR  ou  par  le  TNFR  peut 
entraîner  cette  apoptose  indépendante  des  caspases,  par  l’intermédiaire  de  l’activité 
kinase  de  RIP38–40.  Les  protéines  RIP,  pour  Receptor  Interacting  Proteins,  sont  des 
sérine/thréonine  kinases  possédant  un  DD  et  ainsi  capables  d’interagir  avec  d’autres 
protéines à DD. C’est  l’interaction entre  le récepteur de mort,  la protéine adaptatrice à 
DD TRADD et RIP qui induit le signal de mort indépendant des caspases. Cependant, RIP 
a également des effets anti‐apoptotiques car l’interaction de son domaine intermédiaire 
et de son domaine kinase avec le récepteur de mort et TRAF2 lui confère la possibilité 
d’activer NF‐kB41.  Il est à noter que cette  interaction peut aussi activer  la voie de  JNK, 
mais dans ce cas les effets sur l’apoptose des lymphocytes restent controversés42,43. 
 
L’adjonction  de  drogues  ou  stress  peut  aussi  entraîner  une  apoptose 
indépendante des caspases, dépendante de BIM et BAK comme cela a été démontré en 
particulier dans plusieurs lignées cancéreuses44–46. 
 
L’apoptose caspase indépendante peut enfin être déclenchée par l’activation des 
cathepsines ou des calpaïnes47,48.  
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Figure 9 : Représentation schématique des voies extrinsèque et intrinsèque de l’apoptose lymphocytaire T 
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5. Régulation de l’apoptose 
a) Transmission du signal : les decoy receptors 
 
Certaines  protéines  membranaires  de  la  superfamille  des  TNF  récepteurs  ne 
possèdent pas de domaine de mort alors qu’elles sont à même de se lier aux ligands des 
récepteurs  de  mort.  Ces  récepteurs  leurres,  appelés  decoy  receptors,  ont  la  capacité 
d’inhiber  la  transmission  du  signal  apoptotique  extrinsèque.  Par  ailleurs,  OPG  est  un 
récepteur  soluble,  possédant  des  domaines  de mort mais  sans  partie  intracellulaire  à 
même de transmettre le signal (Figure 5). 
 
b) Modifications post‐traductionnelles de FAS 
 
La  signalisation  engendrée  par  la  stimulation  de  FAS  est  dépendante  de  la 
localisation de la protéine aux radeaux lipidiques, des microenvironnements à la surface 
des cellules facilitant les interactions entre protéines et la transduction des signaux49, et 
de  son  internalisation50,  qui  en  résulte.  Or,  ce  sont  des  modifications  post‐
traductionnelles de FAS dont découlent ces événements. 
 
La palmitoylation de FAS au niveau de son domaine  intracellulaire proche de  la 
membrane  cytoplasmique  est  un  événement  clef  déterminant  son  adressage  aux 
radeaux lipidiques membranaires51 et le recrutement de la protéine EZRINE qui permet 
de lier FAS au cytosquelette d’actine52. Ce n’est qu’après l’internalisation de FAS suite à 
ce recrutement de l’EZRINE que le récepteur de mort peut transmettre son signal53. Par 
ailleurs,  l’endocytose  de  FAS  est  également  dépendante  de  la  CLATHRINE  et  leur 
interaction  dépend  d’un  motif  de  liaison  aux  glyco‐sphingolipides  situé  sur  la  partie 
extracellulaire de FAS54. 
 
Ainsi,  il  a  été  démontré  que  la  liaison  de  FASLIGAND  et  de  FAS  non  suivie  de 
l’internalisation de cette dernière aboutit à l’activation de signaux de prolifération (ERK, 
NF‐kB) au lieu d’entrainer l’apoptose de la cellule concernée50. 
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c) Inhibition du DISC : FLIP 
 
FLIP  (FLICE  inhibitory  protein)  est  une  protéine  régulatrice  intracellulaire  qui 
possède deux DED, qui lui permettent d’être en interaction rapprochée avec FADD et les 
CASPASES 8 et 10 dans le DISC. Présente en grandes quantités, FLIP inhibe l’activation 
du DISC55,56. La régulation négative de FLIP est une étape essentielle à la sensibilisation 
des lymphocytes à la voie extrinsèque de l’apoptose. Comme nous l’avons cependant vu 
plus haut, il a été démontré à plusieurs reprises qu’une expression moins importante de 
FLIP peut avoir des effets pro‐apoptotiques55,57, par la formation d’un DISC II15,16. 
 
d) Inhibition de la voie mitochondriale : 
(1) Heat Shock Proteins 
 
Les  protéines  du  choc  thermique  dites  Heat  Shock  Proteins,  HSP,  sont  des 
protéines chaperonnes dont l’expression est induite dans de nombreux types cellulaires 
par  le  stress.  Cette  famille  de  protéines  est  connue  pour  son  implication  dans  la 
protection  de  l’intégrité  cellulaire.  Parmi  ces  protéines,  HSP27,  HSP70  et  HSP90, 
nommées d’après leurs masses moléculaires, ont des effets anti‐apoptotiques58. 
 
  HSP90  et  HSP70  sont  ATP  dépendantes.  En  se  liant  à  l’ATP  et  en 
l’hydrolysant  elles  changent  de  conformation  et  perdent  leur  rôle  protecteur  pour  les 
protéines  précédemment  protégées,  qui  peuvent  alors  être  ubiquitinées  et  dégradées 
par le protéasome.  
 
Ainsi, le changement de conformation de HSP90 a une influence sur l’apoptose de 
plusieurs façons. D’une part, elle assure la stabilité de BCL‐2 qui inhibe le relargage du 
cytochrome c par la mitochondrie59. D’autre part, elle se lie à APAF empêchant ainsi  la 
formation de l’apoptosome60. De plus, HSP90 protège AKT de la déphosphorylation, lui 
permettant  ainsi de  conserver  sa  fonction kinase et donc  son  rôle de phosphorylation 
inhibitrice de BAD et CASPASE 961,62.  
Lanzarotti Nina - Thèse de doctorat - 2014 
  38 
 
Figure 10 : Inhibition de l’apoptose par les protéines HSP, d’après  Lanneau et Al.58 
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AKT phosphorylée phosphoryle à son tour l’IkB kinase, libérant ainsi le NF‐kB qui a une 
action anti‐apoptotique63. Enfin, HSP90 a un rôle de chaperonne pour RIP64 et favorise 
son rôle activateur de la voie NF‐kB, inhibant par là encore l’apoptose. 
 
HSP70  agit  également  à  plusieurs  niveaux ;  elle  se  lie  à  JNK1  et  bloque  son 
activité  kinase  l’empêchant  ainsi  de déclencher  l’apoptose  intrinsèque65.  Elle  inhibe  la 
translocation et  l’insertion de BAX à  la membrane mitochondriale66.  Elle  se  lie  aussi  à 
APAF,  empêchant  la  formation  de  l’apoptosome67.  HSP70  n’intervient  pas  que  dans 
l’inhibition de  la  voie  intrinsèque ;  elle  agit  au niveau de CAD,  l’empêchant de digérer 
l’ADN  nucléaire68,  au  niveau  des  récepteurs  de  mort  DR4  et  DR5  empêchant  la 
transmission du  signal  via  le DISC69,  et  inhibe également  l’apoptose  indépendante des 
caspases en se liant à AIF70.  
 
HSP27  n’est  pas  ATP  dépendante.  Son  activité  de  chaperonne  est  régulée 
positivement  par  son  degré  d’homo‐multimérisation.  Elle  interagit  avec  le 
CYTOCHROME C, bloquant la formation de l’apoptosome71. HSP27 régule et stabilise la 
dynamique du réseau de microfilaments d’actine, empêchant la redistribution de BID et 
le déclenchement de l’apoptose intrinsèque72. HSP27 interagit avec SMAC, troublant son 
action  inhibitrice  des  protéines  inhibitrices  des  caspases73.  Enfin,  elle  aurait  comme 
HSP90 une interaction avec AKT, et une action sur le NF‐kB par ce biais74. 
 
(2) Membres anti‐apoptotiques de la famille BCL‐2 
 
Nous avons cité plus haut les protéines à action anti‐apoptotique de la famille de 
BCL‐2.  Situées au niveau de  la membrane externe de  la mitochondrie,  elles  stabilisent 
cette membrane empêchant ainsi la formation du MAC et le relargage du CYTOCHROME 
C vers le cytosol (Tableau 2 et Figure 8). 
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e) Inhibition et régulation des caspases : 
(1) Inhibitory Apoptosis Proteins 
 
Les IAP pour inhibitory apoptosis proteins (Tableau 3) sont caractérisées par le 
fait qu’elles contiennent un ou plusieurs domaines BIR (Baculoviral IAP repeat) de 70‐
80 acides aminés. Ces domaines sont riches en cystéine et histidine, chélateurs du zinc et 
forment  une  structure  globuleuse  compacte.  Il  existe  deux  types  de  domaines  BIR, 
contenant ou non une poche de liaison peptidique, leur conférant la possibilité de se lier 
à différents partenaires. La plupart des IAP contiennent également un domaine RING et 
ainsi une activité ubiquitine ligase E3. (Figure 11) 
 
 
 
Figure 11 : Représentation schématique des IAPs, d’après Gyrd‐Hansen et Meier.75 
 
Les IAP sont des inhibiteurs endogènes des caspases grâce à leurs domaines BIR, 
XIAP  étant  la  mieux  caractérisée  et  celle  dont  les  effets  anti‐apoptotiques  pour  les 
lymphocytes  T  sont  les  mieux  mis  en  évidence76.  Elles  participent  également  à  la 
régulation  du  cycle  cellulaire  et  à  la  modulation  de  la  transduction  du  signal  par  les 
récepteurs  de  surface.  Les  cIAP1  et  2,  en  plus  d’inhiber  les  CASPASES  3,  7  et  977, 
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participent  à  l’ubiquitination  de RIP  par  l’intermédiaire  de  leur  activité  ligase  E3.  RIP 
recrute alors l’inhibiteur du NF‐kB (Cf supra) ce qui aboutit à l’activation de NF‐kB78,79. 
Les  IAPs  sont  ainsi  essentielles  à  l’activation  de  NF‐kB  induite  par  le  TNFa80. 
Réciproquement,  la  voie  du  NF‐kB  est  également  impliquée  dans  la  régulation  de  la 
transcription  des  IAPs81–83.  Enfin,  les  protéines  SMAC  et  HTRA2  participent  à  la 
régulation des IAPs. 
 
IAP  Noms alternatifs  Domaines  Caspases cibles  Interactions avec 
NAIP  BIRC1  BIR(3)  
NOD  
LRR 
Caspases 3‐7  Hippocalcin 
XIAP  BIRC4  
API3  
MIHA  
ILP1 
BIR(3)  
RING 
Caspases 3‐7‐9  SMAC  
HTRA2  
XAF1  
TAB1  
NRAGE 
c‐IAP1  BIRC2  
API1  
MIHB  
HIAP2 
BIR(3)  
CARD  
RING 
Caspases 3‐7‐9  SMAC  
HTRA2  
TRAF1  
TRAF2 
c‐IAP2  BIRC3  
API2  
MIHC  
HIAP2 
BIR(3)  
CARD  
RING 
Caspases 3‐7‐9  SMAC  
HTRA2  
TRAF1  
TRAF2 
BCL10 
Survivin  BIRC5 
API4 
BIR 
Coiled‐coil 
Caspases 3‐7  SMAC 
Β‐tubuline 
Livin  BIRC7 
KIAP 
ML‐IAP 
BIR 
RING 
Caspases 3‐7‐9  SMAC 
Ts‐IAP  BIRC8 
ILP2 
BIR 
RING 
Caspase 9   
Tableau 3 : Nomenclature, domaines, cibles et interactions des IAP 
 
(2) SMAC et HTRA2 
 
SMAC pour Second Mitochondrial Activator of Caspases, est une petite protéine 
localisée  dans  l’espace  inter‐membranaire  de  la  mitochondrie.  Lors  de  l’apoptose 
médiée  par  la  voie  intrinsèque,  SMAC  est  relarguée  dans  le  cytosol  avec  le 
CYTOCHROME  C,  se  lie  aux  IAP  et  entraîne  leur  dégradation  par  le  protéasome, 
empêchant ainsi l’inhibition des caspases84. 
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HTRA2 est une sérine protéase, également relâchée par  la mitochondrie dans le 
cytosol  lors  du  stimulus  pro‐apoptotique.  Elle  clive  les  IAPs  auxquelles  elle  se  lie  par 
l’intermédiaire de son domaine N‐terminal85. 
 
f) Les facteurs de transcription 
 
De  nombreux  facteurs  de  transcription  sont  impliqués  dans  le  contrôle  de 
l’expression  des  protéines  impliquées  dans  le  processus  d’apoptose.  Leur  action  est 
régulée  par  l’action  de  protéines  activatrices  elles‐mêmes  dépendantes  de  signaux 
provenant de la cellule ou du milieu extra cellulaire, responsables du déclenchement de 
leurs voies de signalisation.  
 
Ne  pouvant  être  exhaustifs  en  la matière,  nous  citerons  ci‐après  les  principaux 
facteurs de transcription impliqués dans le contrôle de l’apoptose, avec une emphase sur 
les rôles qui leur ont été expérimentalement attribués au sein de la lignée lymphocytaire 
T. 
 
(1) NF‐kB 
 
Le  nuclear  factor  kappa  B  (NF‐kB)  est  un  facteur  de  transcription  clef  dans  la 
régulation de la prolifération, de la survie et de l’apoptose lymphocytaire T en réponse à 
la  stimulation antigénique. Lorsque celle‐ci  a  lieu,  la protéine adaptatrice CARMA1 est 
recrutée, au niveau du TCR86, phosphorylée par la protéine kinase C thêta (PKCθ) dont 
l’activation a été déclenchée par la stimulation du TCR et peut ainsi interagir avec BCL10 
par  son  domaine  CARD87,  ce  qui  permet  le  recrutement  de  la  protéine  adaptatrice 
MALT188.  Le  complexe  formé  permet  l’oligomérisation  de  TRAF6  dont  l’activité 
ubiquitine‐ligase  est  ainsi  activée89.  TRAF6  va  alors  conduire  à  la  poly‐ubiquitination 
d’IKKγ  et  induire  l’activation  de  IKK,  ce  qui  va  avoir  pour  conséquence  la 
phosphorylation,  l’ubiquitination  puis  la  dégradation  de  l’inhibiteur  de  NF‐kB  IkB, 
libérant  le  NF‐kB,  qui  peut  alors  migrer  dans  le  noyau  pour  se  lier  aux  régions 
promotrices de ses gènes cibles90. (Figure 12) 
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Figure  12  :  Représentation  schématique  de  l’activation  de  NF‐kB  lors  de  la  stimulation  du  TCR  d’un 
lymphocyte T mature, d’après Gerondakis et Al.91 
 
Lors de la stimulation du TCR, l’activation de la PLCγ va entraîner la création de 
DAG et d’IP3 et l’activation de NF‐kB92 parallèlement à celle induite par TRAF6. 
 
Le  NF‐kB  peut  aussi  être  libéré  de  son  inhibiteur  par  la  signalisation  via  les 
récepteurs de mort, par l’intermédiaire de RIP41 et des cIAPs93, comme nous l’avons vu 
plus haut. Enfin, le NF‐kB peut être activé par FLIP, que ce soit en interagissant avec RIP 
et TRAF294, ou indépendamment de la signalisation via les récepteurs de mort. C’est la 
génération de p22 FLIP (son fragment N terminal) suite à l’hétéro‐dimérisation avec la 
PRO‐CASPASE 8 qui permet la levée de l’inhibition de NF‐kB95. 
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Les protéines cibles de NF‐kB impliquées dans  l’apoptose sont BCL‐2, BCL‐XL96, 
cIAP1, cIAP2 et XIAP81–83. Une suppression de l’action de NF‐kB est donc essentielle au 
bon déroulement de l’apoptose lymphocytaire. 
 
Il  est  à  noter  que  la  PKCθ en  plus  de  son  action  activatrice  du  NF‐kB  peut 
directement  inhiber  l’apoptose  mitochondriale  par  la  phosphorylation  de  BAD 
provoquant ainsi son inactivation97,98.  
 
(2) AP‐1 
 
La  famille des  facteurs de  transcription AP‐1  comprend  les protéines  JUN,  FOS, 
MAF  et  ATF.  Au  sein  de  ce  groupe,  cJUN  a  la  plus  grande  capacité  d’activation  de  la 
transcription99, et est antagonisé dans une certaine mesure par JUNB100. cJUN est activé 
par  les  MAPK/JNK  suite  à  la  stimulation  des  TNFRSF  et  des  récepteurs  cytokiniques 
mais surtout secondairement à un stress comme l’irradiation101,102. cJUN peut également 
être activé par la voie MAPK/ERK lors de la stimulation par les facteurs de croissance, et 
par  le TCR, de  façon  similaire  à NF‐kB mais  la  kinase TAK1 est dans  ce  cas un  acteur 
essentiel103. 
 
Dans  la  lignée  lymphoïde,  l’apoptose  induite  par  le  sevrage  en  cytokines  est 
précédée d’une augmentation de  l’expression des gènes AP‐1104. Une cible bien établie 
de  cJUN  est  FAS‐LIGAND,  dont  l’augmentation  a  été  prouvée  au  sein  de  diverses 
lignées105. Cependant, des effets anti‐apoptotiques de cJUN ont également été décrits, et 
son  rôle  dans  l’apoptose  est  complexe  et  variable  selon  le  stimulus  et  le  type 
cellulaire106. 
 
(3) FoxOs 
 
Les facteurs de transcription de la famille Forkead box O ‐ FoxO ‐ sont soumis à 
l’influence de la kinase AKT, elle‐même dépendante de la PI3 kinase107. Cette voie peut 
être déclenchée de diverses façons, en particulier par l’intermédiaire des récepteurs des 
cytokines et facteurs de croissance. Elle aboutit à l’inactivation par AKT de FoxO108. Les 
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FoxOs ont été impliqués dans la régulation positive de TRAIL (cancer prostatique109), de 
FAS‐LIGAND (fibroblastes110)  et de protéines pro‐apoptotiques de  la  famille de BCL‐2, 
en  particulier  BIM  et  PUMA  (lymphocytes  T  murins111–113).  Ainsi,  les  FoxOs  sont  des 
suppresseurs de tumeurs et AKT en les inhibant a une action anti‐apoptotique. 
 
(4) P53 
 
P53  est  un  suppresseur  de  tumeur  dont  l’activité  est  initiée  en  réponse  à  des 
endommagements de  l’ADN et  autres  stress perçus par  la  cellule  tels que  l’hypoxie,  le 
stress  oxydatif.  Nous  verrons  plus  bas  que  la  régulation  de  son  activité  dépend 
grandement  de  l’ubiquitine  ligase  MDM2.  Bien  que  P53  ait  une  action  également 
indépendante de son activité de  facteur de transcription sur  l’apoptose,  la plus grande 
partie  de  son  influence  sur  l’apoptose  est  liée  à  sa  capacité  à  se  lier  aux  régions 
promotrices des gènes impliqués dans l’apoptose. 
 
Ainsi, P53  induit  l’expression de PUMA, NOXA et BAX dans  la  lignée T humaine 
114–117.  Dans  des  lignées  cancéreuses  ou  de  fibroblastes  embryonnaires  murins,  P53 
induit également l’expression de BID, FAS, DR5, APAF1 et CASPASE 9118–121. 
 
A  l’opposé,  l’activité  de  P53  dépend  de  celle  de  FADD.  Ainsi,  il  a  été  démontré 
qu’un mutant de FADD ayant un effet dominant négatif  introduit dans des  fibroblastes 
ou lymphocytes T induit une inhibition de la prolifération via P53122. 
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Figure  13  :  Représentation  détaillée  de  la  régulation  de  l’apoptose  lymphocytaire  T.  Rouge  :  signaux  pro‐
apoptotiques, bleu : signaux anti‐apoptotiques, flèches pointues : stimulation, flèches à bout rond : inhibition. 
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B. APOPTOSE ET REPONSE IMMUNITAIRE T 
1. Réponse immunitaire T 
 
La  réponse  immunitaire  Tab  est  initiée  par  la  présentation  d’un  antigène  aux 
lymphocytes  T  dont  le  TCR  (T  Cell  Receptor)  est  spécifique  de  cet  antigène.  La 
présentation  de  l’antigène  aux  lymphocytes  T  est  faite  par  l’intermédiaire  de  cellules 
présentatrices  de  l’antigène  (CPA),  pouvant  être  des  cellules  dendritiques  pour  les 
lymphocytes  T  naïfs  et  des  monocytes,  macrophages,  ou  des  lymphocytes  B  pour  les 
lymphocytes T mémoires. Les CPA présentent l’antigène lié à une molécule du complexe 
majeur d’histocompatibilité (CMH) reconnu par le TCR. Celui‐ci est constitué de chaînes 
α et β liées à un complexe CD3 possédant des motifs ITAM dans sa partie intracellulaire. 
Les motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine based Activation Motif) sont constitués de 
14  à  16  acides  aminés  et  permettent  la  transduction  du  signal  par  l’activation  des 
protéines tyrosine‐kinases de la famille SRC : LCK et FYN123. Pour que l’activation de ces 
protéines soit complète, un signal de co‐stimulation doit venir s’ajouter à  la  liaison du 
TCR avec le CMH présentant l’antigène. Cette co‐stimulation est médiée par la molécule 
de surface CD28 qui doit être stimulée par les molécules CD80 et CD86 de la CPA124. 
 
La  protéine  LCK  activée  peut  à  son  tour  activer  FYN  et  ZAP70  ce  qui  permet 
l’activation de la protéine adaptatrice LAT (Linker for Activated T cells)125 qui induit la 
stimulation  de  la  phospholipase  C  gamma1  PLCγ1.  La  PLCγ1  est  responsable  de  la 
production  des  seconds messagers  diacylglycerol  (DAG)  et  inositol  triphosphate  (IP3) 
par  le  clivage  du  phosphatidylinositol‐4,5‐bisphosphate  (PIP2).  Le  DAG  active 
notamment  les voies PKCθ126 et RAS127, alors que  l’IP3 se  lie à  la surface du réticulum 
endoplasmique et permet la libération de calcium qui induit l’activation des facteurs de 
transcription NF‐kB et NFAT128,129 (Figure 14130). 
 
Suite à  la stimulation de ces nombreuses voies,  les  lymphocytes T prolifèrent et 
se  différencient.  L’intervention  de  ces  diverses  voies  a  également  pour  effet  d’inhiber 
l’apoptose des lymphocytes T (Vu précédemment pour PKCθ, NF‐kB, et détails plus bas 
en  ce  qui  concerne  RAS).  La  co‐stimulation  du  CD28  a  également  un  effet  anti‐
apoptotique par l’augmentation de l’expression de BCL‐XL131. 
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Figure 14 : Représentation schématique de la signalisation intracellulaire induite par la stimulation du TCR, 
d’après Brownlie et Al.130 
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Ces  évènements  doivent  cependant  être  soutenus  par  des  signaux  de  co‐
stimulation et survie produits et perçus par les lymphocytes au cours de leur activation 
et  différenciation.  L’Interleukine  2,  une  cytokine  produite  par  les  lymphocytes  T4 
(LTCD4+),  est  l’une  des  principales  molécules  de  survie.  Ces  signaux  de  survie  vont 
permettre aux lymphocytes T8 (LTCD8+) de continuer à exercer leur action cytotoxique 
sur les cellules présentant l’antigène responsable de la réaction immunitaire. 
 
2. Contrôle de la réponse immunitaire T par l’apoptose 
 
Au  cours  de  la  phase  de  prolifération  de  la  réponse  immunitaire, maintenir  un 
contrôle est essentiel pour éviter une réponse excessive pouvant mener à un processus 
immuno‐pathologique ou  auto‐immun.  Ce  contrôle  est  exercé par  l’Activation  Induced 
Cell Death  (AICD). De plus,  après  élimination de  l’antigène déclencheur,  une phase de 
contraction  de  la  réponse  enclenchée  devient  nécessaire,  afin  de  maintenir 
l’homéostasie  lymphocytaire.  Cette  contraction  est  effectuée  par  le  processus 
d’Activated Cell Autonomous Death (ACAD)(Figure 15, 132).  
 
Nous  verrons  plus  bas  que  lorsque  l’un  ou  l’autre  de  ces  mécanismes  est 
défectueux,  des  maladies  auto‐immunes  et  potentiellement  malignes  en  rapport  avec 
une lympho‐prolifération peuvent survenir, telles que l’ALPS et le RALD. 
 
a) Activation Induced Cell Death 
 
L’AICD  est  un  mécanisme  régulateur  de  la  réponse  immunitaire  qui  agit  en 
maintenant un rétrocontrôle négatif sur cette dernière133.L’AICD des lymphocytes T4 est 
majoritairement effectuée par la voie FAS‐LIGAND/FAS134. Dans le cas des lymphocytes 
T8, en plus de cette voie de signalisation d’autres y collaborent135. Ainsi, une partie de 
l’AICD  des  lymphocytes  T8  fait  intervenir  la  voie  des  perforines  et  granzymes136,  une 
autre part étant prise en charge par la voie mitochondriale déclenchée par BIM137, et une 
part minoritaire étant dépendante d’autres récepteurs de mort, en particulier TRAIL138. 
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Figure 15 : Représentation schématique du contrôle de la réponse immunitaire T d’après Brenner et Al132. 
 
 
Figure 16 : Représentation schématique de l’AICD et de l’ACAD 
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Lors  du  déclenchement  de  la  réponse  immunitaire,  nous  avons  vu  que  la 
stimulation du TCR entraîne l’activation de voies de signalisation qui ont pour effets de 
favoriser  la  survie et  la prolifération des  lymphocytes T. En parallèle,  la protéine FAS, 
qui est exprimée de façon ubiquitaire, a une expression particulièrement augmentée à la 
surface  des  lymphocytes  activés.  L’expression  de  FAS‐LIGAND  qui  est  faible  dans  les 
lymphocytes  au  repos  augmente  lors  de  la  stimulation  répétée  ou  prolongée  de  leur 
TCR,  sous  l’influence  de  l’IL‐2139.  L’IL‐2  entraîne  également  la  dégradation  et  la 
régulation  négative  de  la  transcription  de  la  protéine  inhibitrice  de  l’apoptose  FLIP. 
Cependant,  les  lymphocytes  T  activés  restent  insensibles  à  l’apoptose  au  début  de  la 
réponse  immunitaire.  Nous  verrons  donc  ci‐dessous  comment  l’AICD  est  déclenchée 
malgré  tout  par  la  stimulation  répétée  du  TCR  et  quel  événement  clef  sensibilise  les 
cellules  à  l’apoptose  lors  de  ce  processus.  La  répression  de  la  voie  NF‐kB  est 
indispensable à la susceptibilité des lymphocytes T activés à l’AICD. En effet, nous avons 
décrit  plus  haut  l’activation  de  la  transcription  de  plusieurs  protéines  inhibitrices  du 
processus apoptotique par la voie NF‐kB. C’est la protéine HPK1 qui permet de réguler 
l’activité  de  ce  facteur  de  transcription.  Ainsi,  cette  sérine  thréonine  kinase  est 
essentielle à l’activation du NF‐kB lorsqu’elle est sous sa forme non clivée. Clivée par la 
stimulation répétée ou prolongée du TCR140, HPK1 bloque l’activation de IKK et suppime 
l’activité de la voie NF‐kB141.  
 
b) Activated Cells Autonomous Death 
 
L’ACAD  est  une  apoptose  des  lymphocytes  T  activés  indépendante  de  la 
stimulation du TCR et des  récepteurs de mort142,143. On  l’appelle également  l’apoptose 
par sevrage en cytokines. L’ACAD est dépendante de la voie intrinsèque de l’apoptose, et 
déclenchée  par  la  phosphorylation  activatrice  de  BIM18.  Il  semblerait  qu’une  étape 
préliminaire à l’activation de BIM serait la diminution de BCL‐2144. Dans tous les cas, le 
sevrage en IL‐2 ou autres chaînes gamma de cytokines entraîne de façon spécifique une 
régulation positive  et  une  activation de BIM. En  effet,  lors du  retrait  des  cytokines de 
leurs récepteurs à la surface des lymphocytes T, la voie RAS préalablement active cesse 
son activité de phosphorylation de ERK, elle‐même responsable de l’absence d’activation 
de BIM145. 
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3. Défauts de contrôle de la réponse immunitaire T par l’apoptose 
a) Autoimmune LymphoProliferative Syndrome 
 
L’ALPS  est  une  maladie  chronique  d’origine  génétique  qui  apparait  dans 
l’enfance, au cours de laquelle surviennent des manifestations auto‐immunes à type de 
cytopénies  auto‐immunes  essentiellement ;  une  lympho‐prolifération  bénigne  avec 
splénomégalie  et  lymphadénopathies ;  et  qui  expose  à  un  risque  augmenté  de 
développer un lymphome146. 
 
Il  existe  des  marqueurs  biologiques  spécifiques  de  l’ALPS,  à  savoir  une 
augmentation  des  taux  plasmatiques  de  FAS‐LIGAND,  IL‐10,  vitamine  B12  et 
immunoglobulines ;  ainsi  que  l’excès  d’une  population  lymphocytaire  particulière 
appelée lymphocytes TCRαβ double négatifs (LTDN)147. Les LTDN n’expriment ni le CD4 
ni le CD8 alors même que ce sont des lymphocytes matures. Il est généralement admis 
que ces lymphocytes proviennent d’une population de lymphocytes T CD8+ très activés 
et qui à défaut de mourir par le processus normal d’apoptose, diminuent d’eux‐mêmes 
leur expression du CD8148,149. Il a été décrit plus récemment que les LTDN dérivent des 
lymphocytes T mémoires effecteurs (TEMRA) et également des LTCD4+150. Toujours sur 
le  plan  biologique,  on  peut mettre  en  évidence  in vitro  sur  des  lymphocytes T  activés 
provenant  des  patients  un  défaut  d’apoptose  induit  par  FAS,  partiellement  compensé 
par  la  voie  des  granzymes  lors  de  l’AICD136.  Ces  patients  ne  présentent  pas  de  défaut 
d’ACAD. 
 
Sur  le plan génétique,  la majorité des patients atteints d’ALPS sont porteurs de 
mutations hétérozygotes de FAS9,134. Ces mutations peuvent être détectées sur la lignée 
germinale,  mais  peuvent  également  être  somatiques151.  De  plus  en  plus  de  cas  de 
patients  porteurs  de  mutations  germinales  associées  à  des  mutations  somatiques 
additionnelles de FAS sont décrits152. Dans de plus rares cas, ce sont des mutations de 
FAS‐LIGAND153–155 qui entraînent  la maladie. Des mutations de CASPASE 10156  ont été 
décrites dans un  cas, mais  le  rôle de  cette  caspase dans  l’apoptose médiée par FAS et 
donc  dans  l’ALPS  reste  controversé.  Les  mutations  de  CASPASE  8157  et  FADD158 
entraînent elles un déficit immunitaire, lié à leur rôle dans la signalisation du TCR. 
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L’ALPS  est  ainsi  un  exemple  type  des  conséquences  pathologiques  liées  à  un 
défaut de régulation de la réponse immunitaire T par l’apoptose, en particulier l’AICD. Il 
existe  cependant  des  patients  n’ayant  pas  les mutations  décrites  ci‐dessus  atteints  de 
symptômes  similaires  à  ceux  des  patients  atteints  d’ALPS  et  pour  lesquels  l’apoptose 
induite par FAS et  l’AICD ne  sont pas atteintes, mais qui présentent un défaut  in vitro 
d’ACAD  en  rapport  avec  des mutations  des  gènes  codant  pour  les  protéines  KRAS  et 
NRAS. C’est la description de ces patients qui a mené à la découverte du RALD. 
 
b) RAS‐Associated Lymphoproliferative Disease 
 
Décrit  plus  récemment,  et  représentant  pour  l’instant  un  nombre  limité  de 
patients,  le  RALD  se  manifeste  également  par  des  cytopénies  auto‐immunes,  une 
lympho‐prolifération et un risque augmenté de lymphome ou leucémie145. 
 
Les  patients  atteints  de  RALD  n’ont  pas  d’augmentation  des  marqueurs 
biologiques de l’ALPS, bien que les immunoglobulines puissent aussi être augmentées, et 
que parfois les LTDN soient présents en léger excès. Sur le plan fonctionnel in vitro, les 
lymphocytes  activés  provenant  de  ces  patients  n’ont  pas  de  défaut  d’AICD,  mais 
présentent  un  défaut  d’ACAD,  en  lien  avec  une  diminution  de  la  protéine  pro‐
apoptotique BIM145,159,160. Ces patients présentent des mutations activatrices de NRAS et 
KRAS, au niveau des codons 12, 13 et 61. Il résulte de l’hyperactivité de la voie RAS une 
phosphorylation  de  ERK,  elle‐même  entraînant  la  phosphorylation  de  la  sérine  69  de 
BIM ce qui la conduit au protéasome pour dégradation.  
 
Les mutations présentées par ces patients sont les mêmes que celles retrouvées 
chez  des  patients  atteints  de  leucémies  myélo‐monocytaires  juvéniles  chroniques 
(JMML), et les patients eux‐mêmes peuvent présenter des signes de myélo‐prolifération 
associés à la maladie des lymphocytes161. L’importance de la voie RAS dans le contrôle 
de  la  réponse  immunitaire  T  mise  en  évidence  par  ce  modèle  pathologique  nous  a 
poussés à étudier plus en avant l’influence de la voie RAS sur l’apoptose lymphocytaire T 
au cours de la régulation de la réponse immune. 
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C. VOIE RAS 
1. Généralités sur l’oncogène RAS 
 
L’étude  des  gènes  et  protéines  RAS  a  débuté  il  y  a  une  cinquantaine  d’années, 
avec  la  découverte  en 1964 par  J. Harvey que  l’injection d’une préparation d’un  virus 
leucémique extrait d’un  rat  atteint de  leucémie  (Ha‐MSV)  induisait des  sarcomes  chez 
des  rongeurs  nouveaux  nés162.  Trois  autres  virus  furent  identifiés  par  la  suite,  pour 
lesquels  on  fit  la  preuve  rétrospectivement  qu’ils  contenaient  des  oncogènes  de  type 
RAS:  le Kirsten‐MSV (Ki‐MSV)163,  le BALB‐MSV164,  et  le Rasheed‐MSV165.  C’est en 1975 
qu’il  fut  démontré  que  Ha‐MSV  et  Ki‐MSV  étaient  des  virus  recombinants  qui 
contenaient  des  séquences  issues  du  génome  du  rat166.  En  1982,  les  séquences 
nucléotidiques  de HRAS  (Ha‐MSV Rat  Sarcoma)  et KRAS  (Ki‐MSV Rat  Sarcoma)  furent 
publiées167.  En  1983  le  troisième membre  de  cette  famille  d’oncogènes  fut  identifié  ; 
NRAS168,169.Parmi  les  3  membres  de  la  famille  RAS,  c’est  NRAS  dont  le  potentiel  de 
transformation est le plus fort au sein de la lignée hématopoïétique170. 
 
C’est  à  la même période  que  fut  définie  la  notion  d’oncogènes  humains,  c’est  à 
dire  de  gènes  transformants,  induisant  des  tumeurs,  et  d’origine  humaine.  Peu  après, 
furent apportées les preuves que les oncogènes humains récemment découverts étaient 
identiques aux oncogènes murins RAS171,172 et porteurs de mutations activatrices173–175. 
En effet, contrairement à leurs homologues murins, les gènes RAS humains n’ont pas la 
capacité de conférer la malignité à des cellules en culture en l’absence de ces mutations, 
bien  que  ce  ne  soit  que  des  mutations  ponctuelles  et  d’une  seule  base.  Ainsi, 
l’identification d’une telle mutation de KRAS dans une biopsie de cancer du poumon d’un 
patient alors qu’elle était absente du parenchyme pulmonaire normal et des leucocytes 
en était  la preuve de principe176. Par  la suite,  ces mutations activatrices de RAS  furent 
trouvées dans de nombreux carcinomes : du colon, des poumons, du pancréas177–180… 
 
C’est également à ce moment que fut découverte la notion de coopération entre 
plusieurs oncogènes dans la genèse tumorale, nécessaire à la transformation de lignées 
cellulaires ; entre RAS et MYC, ou RAS et l’adénovirus E1A par exemple181,182. 
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2. Activation normale des protéines RAS 
 
Les protéines codées par les gènes RAS sont des GTPases médiatrices de signaux 
transduits à travers la membrane plasmique. Ces signaux sont issus de stimulations par 
des mitogènes, comme cela a été montré pour la première fois avec l’epidermal growth 
factor  (EGF)183.  Leur  activité  GTPase  est  soumise  à  l’influence  de  facteurs  activateurs 
permettant la liaison de la protéine RAS à du GTP, dits GTPase activating proteins (GAP), 
comme  SOS,  et  de  facteurs  inhibiteurs  ayant  l’activité  inverse  appelés  guanine 
nucleotide exchange factors (GNEF, Figure 17), comme NF1 et GAP. Lors de l’activation 
des récepteurs des facteurs de croissance ou interleukines, c’est à dire de récepteurs de 
type tyrosine protéine kinases, la protéine adaptatrice GRB2 se lie par son domaine SH2 
(SRC homology  domain  2)  au  récepteur  activé  et  par  son  domaine  SH3  aux  protéines 
SOS. 
 
 
Figure 17 : Représentation schématique de l’activation de la voie RAS et de ses effecteurs, d’après Schubbert 
et Al184. 
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D’autres facteurs favorisant l’action des GAPs sont l’afflux calcique, le DAG issu du 
clivage  du  PIP2  par  la  phospholipase  C  epsilon,  et  la  PKC  activée  par  les  esters  de 
phorbol.  
 
Les protéines CBL185, SPROUTY186,187 et ACK1188 se  lient à GRB2 pour empêcher 
l’activation de SOS. L’inhibition de la voie RAS par CBL passe également par son activité 
ubiquitine ligase sur les récepteurs de type protéine tyrosine kinase189. 
 
De nombreuses voies sont activées par l’activité GTPase de RAS, impliquées dans 
la  survie,  la  prolifération,  le  trafic  vésiculaire,  l’organisation  du  cytosquelette  et  la 
signalisation  calcique. Nous  détaillerons  les  voies  spécifiquement  activées  au  sein  des 
lymphocytes. 
 
3. Voie RAS dans les lymphocytes T 
 
Lors de la stimulation antigénique du TCR, la protéine adaptatrice LAT, substrat 
de ZAP70 et LCK, recrute GRB2 et SOS permettant ainsi l’activation de la voie RAS190,191. 
La protéine adaptatrice SLP76 se lie également à LAT, par l’intermédiaire de protéines 
ressemblant à GRB2 telles que GADS, GRPL, GRF40. SLP76 est nécessaire à  l’activation 
de la voie RAS dans les lymphocytes T activés192,193. Le DAG produit par la transmission 
du  signal  par  le  TCR  est  également  un  facteur  d’activation  de  RAS194  (Figure  18).  La 
stimulation des récepteurs de cytokines par l’IL‐2 et l’IL‐15 entraîne aussi l’activation de 
la voie RAS au sein des lymphocytes T. 
 
La voie effectrice de RAS médiée par RAF‐1 phosphoryle et active la kinase MEK 
qui à son tour active les mitogen activated protein kinases (MAPK) dites Extra cellular 
signal regulated kinases (ERK) 1 et 2. Cette voie est importante lors du développement 
des  lymphocytes  T  au  moment  de  leur  différenciation  dans  le  thymus195.  Dans  cette 
lignée,  les  substrats  des  MAPK  sont  variés.  On  y  trouve  la  protéine  kinase  p56LCK, 
l’Oncoprotéine  18,  régulatrice  de  la  dynamique  des  microtubules196,  des  facteurs  de 
transcription  tels  que  ELK‐1,  contrôlant  entre‐autres  les  gènes  des  familles  c‐FOS, 
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EGR197, STAT3198, dont la phosphorylation est essentielle à l’orientation des lymphocytes 
activés vers la prolifération et différenciation. 
 
RAP1  est  une  GTPase  ayant  50%  d’homologie  avec  RAS  pouvant  entrer  en 
compétition avec RAS. La  liaison du TCR avec un antigène entraîne son activation et  il 
semblerait qu’elle antagonise la transduction du signal du TCR199, inhibant l’interaction 
de RAS et RAF‐1. 
 
 
Figure 18 : Représentation schématique de l’activation de RAS lors de la stimulation du TCR, d’après Genot et 
Al200. 
 
  La  production  de  cytokines  par  les  lymphocytes  T  activés  est  dépendante  de 
l’activation de  la voie RAS, mais  la phosphorylation de MEK n’est pas  indispensable au 
cours  de  ce  processus195.  De  plus,  l’activation  par  RAS  des  facteurs  de  transcription 
NFAT, NF‐kB  et  AP‐1  n’est  pas médiée  par  les MAPK.  Cette  activation  est médiée  par 
RAC,  une  GTPase  de  la  famille  RHO,  qui,  contrairement  à  ce  qui  est  observé  dans  les 
fibroblastes, est bien activée par RAS mais de façon indépendante de la PI3K201,202. Dans 
d’autres  types  cellulaires,  PI3K  est  un  effecteur  majeur  de  RAS203,204,  entraînant  une 
prolifération et une inhibition de la mort cellulaire. 
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Ainsi,  au  sein des  lymphocytes T  activés,  c’est  la  voie RAS‐RAF‐1‐MEK‐ERK qui 
est la plus active et la plus étudiée. Lorsque nous détaillerons les interactions des voies 
initiées par RAS avec l’apoptose lors de la réponse immune T nous nous pencherons plus 
en détails sur la voie de RAF‐MEK‐ERK pour cette raison. 
 
4. Voie RAS et apoptose 
 
De nombreuses études se sont intéressées à l’influence de l’activation de la voie 
RAS  sur  l’apoptose,  et  nous  synthétiserons  ici  les  principaux  résultats  obtenus  chez 
l’homme,  en gardant  cependant  en mémoire que  les  résultats obtenus ne  s’appliquent 
pas nécessairement aux lymphocytes T activés.  
 
a) PI3K et apoptose 
 
Tout d’abord, en ce qui concerne  la voie de  la PI3K, qui comme nous  l’avons vu 
précédemment n’est pas une cible préférentielle de RAS dans le type cellulaire qui nous 
intéresse197,200,201,  l’ensemble des  travaux effectués montre que  cet  effecteur de RAS a 
des  effets  anti‐apoptotiques.  Une  fois  activée  par  RAS,  la  PI3K  active  à  son  tour  la 
sérine/thréonine kinase AKT205 qui phosphoryle BAD, ainsi  rendue  inactive. Ceci a été 
démontré  dans  la  lignée  cellulaire  293T  (cellules  embryonnaires  rénales 
humaines)61,206–208.  Dans  la  même  lignée,  il  a  été  démontré  qu’AKT  phosphoryle 
CASPASE  9  inhibant  par  là  la  voie  mitochondriale  de  l’apoptose62,  qu’après  son 
activation  AKT  peut  aussi  se  relocaliser  dans  le  noyau209,210  et  cibler  les  facteurs  de 
transcription  de  la  famille  Forkhead,  les  phosphoryler  entraînant  ainsi  leur 
séquestration  dans  le  cytoplasme211  et  l’absence  de  liaison  aux  promoteurs  de  FAS‐
LIGAND, TRAIL, BIM, PUMA comme nous l’avons vu plus haut. De plus, dans des cellules 
épithéliales  intestinales  humaines,  BAK  est  une  cible  d’AKT213,  et  BCL‐XL  n’est  plus 
négativement  régulé  toujours  sous  son  action214.  La  voie  PI3K  a  donc  des  effets  anti‐
apoptotiques au niveau de la voie mitochondriale de l’apoptose. 
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b) RAC et apoptose 
 
Nous avons détaillé plus haut les effets anti‐apoptotiques de la voie du NF‐kB, par 
lequel  RAS  a  également  une  action  anti‐apoptotique  puisque  dans  les  lymphocytes  T 
comme  dans  les  autres  types  cellulaires,  l’activation  de  RAC  par  RAS  entraîne  une 
activation de NF‐kB. 
 
c) RAF‐MEK‐ERK et apoptose 
 
Nous  nous  intéresserons  à  présent  aux  effets  de  cette  voie  des  MAPK  sur 
l’apoptose, ceux‐ci ayant été décrits comme pouvant être pro ou anti‐apoptotiques selon 
les circonstances. 
 
 
Figure  19 :Représentation  schématique  de  l’influence  de  RAS  sur  l’apoptose  indépendamment  du  type 
cellulaire et du stimulus, d’après Cox et  Der215. 
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(1) Inhibition de l’apoptose par MEK‐ERK 
(a) Inhibition de la voie extrinsèque 
 
L’activation  anormale  de  la  voie  des  MAPK  MEK‐ERK  par  RAS  entraîne  une 
augmentation de l’ARN messager de l’inhibiteur du DISC FLIP, dans des fibroblastes216, 
cellules  musculaires  lisses  vasculaires217  et  la  lignée  Jurkat  issue  d’une  leucémie  T 
humaine218. 
 
Ces MAPK  ont  également  un  effet  inhibiteur  du DISC  en  agissant  au  niveau  du 
clivage de  la  caspase 8,  comme  cela  a  été démontré  sur une  lignée HeLa dérivée d’un 
cancer du col de l’utérus humain219,220 et sur des cellules Jurkat221,222. 
 
Enfin,  MEK‐ERK  ont  une  action  de  phosphorylation  de  FADD  empêchant  son 
recrutement  au  niveau  du  DISC  que  ce  soit  dans  des  neutrophiles223  ou  des  cellules 
issues d’une leucémie lymphoïde224. 
 
(b) Inhibition de la voie intrinsèque 
 
L’activation  de  la  voie  mitochondriale  de  l’apoptose  est  inhibée  par  les  MAPK 
MEK qui en phosphorylant ERK  ½ leur permettent de phosphoryler BIM au niveau de la 
sérine  en  position  69,  ce  qui  entraîne  une  diminution  de  son  expression  suite  à  sa 
dégradation  par  le  protéasome.  Ceci  a  été  observé  dans  des  cellules  épithéliales 
mammaires  humaines225,  dans  des  cellules  K562  issues  d’une  leucémie  myéloïde 
chronique  acutisée  humaine226  et  dans  des  lymphocytes  T  activés,  dans  le  cas  des 
patients atteints de RALD145. 
 
Par ailleurs, dans des cellules issues de cancer du sein227 ou mélanomateuses228, 
l’activation de ERK ½ par  les MAPK a un  action protectrice  vis  à  vis  de  l’apoptose  en 
inhibant  la  relocalisation  de  BAX  du  cytosol  vers  la  mitochondrie.  De  plus,  la 
phosphorylation  de  BAD  sur  le  sérine  en  position  112  inhibe  également  l’apoptose 
mitochondriale, que ce soit dans des neurones229 ou lymphocytes humains230. 
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En ce qui concerne l’action de la voie des MAPK MEK‐ERK sur les inhibiteurs de 
l’apoptose intrinsèque, l’augmentation de la transcription de MCL1 a été observée dans 
la lignée TF‐1 issue d’une leucémie myéloïde aigüe humaine231, celle de BCL‐XL dans des 
cellules  issues  d’épithélium mammaire  humain232.  La  phosphorylation  entraînant  une 
inhibition de la dégradation de BCL‐2 a elle été démontrée sur des cellules épithéliales 
de cordon ombilical humain233,234. 
 
(c) Inhibition par XIAP 
 
Il  a été observé sur des polynucléaires neutrophiles humains235, des monocytes 
humains236, des cellules dérivées de  leucémie myéloïde aigüe237, des cellules  issues de 
cancer du poumon à petites cellules238 et de mélanome228 que  la voie des MAPK MEK‐
ERK entraine une augmentation de l’expression de XIAP, inhibant ainsi l’apoptose. 
 
(2) Promotion de l’apoptose par MEK‐ERK 
 
Dans diverses lignées humaines, l’activation de ERK ½ peut a contrario entraîner 
l’augmentation de l’expression des récepteurs de mort. Ainsi, cela a été démontré dans 
des  cellules  issues  de  gliome239,  des  ostéoblastes240  et  des  cellules  embryonnaires 
rénales241 pour FAS, dans des cellules épithéliales coliques et  issues de neuroblastome 
pour DR4 et DR5242,243.   L’augmentation de l’expression de FADD a été démontrée dans 
ces travaux suite à l’activation de cette voie des MAPK239,241. 
 
Au  niveau  de  la  voie  intrinsèque,  la  l’activation  des  MAPK  MEK‐ERK  peut 
entraîner  le  clivage  de  BID244  dans  des  cellules  issues  de  cancer  de  prostate,  être 
nécessaire à l’expression de BAK dans des cellules issues de myélome multiple245, à celle 
de  BAX  dans  des  cellules  issues  de  mélanome246,  ostéoblastes247  et  cancer  du  col 
utérin248.Elle est également impliquée dans la diminution de l’expression de BCL‐2 dans 
des cellules tumorales mammaires249–251, prostatiques244 et ostéoblastiques240. De même 
l’expression de BCL‐XL dans le cancer prostatique244. 
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La régulation des protéines de la famille BCL‐2 en défaveur de la mort cellulaire 
par la voie des MAPK suite à la stimulation par un signal pro‐apoptotique démontrée ci‐
dessus est cependant étroitement en lien avec l’activité du gène suppresseur de tumeurs 
p53. Ce n’est que dans une seule de ces études que l’activité de promotion de l’apoptose 
par  la  voie RAS/RAF/MEK/ERK est  indépendante de p53251. Nous  avons  vu plus  haut 
quels  liens  le  facteur  de  transcription  p53  entretient  avec  l’apoptose  suite  aux 
dommages à l’ADN. 
 
L’activité pro‐apoptotique de RAS active est donc intimement liée à celle de p53. 
Or, RAS peut avoir des effets favorisant et inhibant p53, par l’action phosphorylante sur 
p14ARF  et MDM2. MDM2,  une  ubiquitine  ligase,  inhibe  l’activité  transcriptionnelle  de 
p53 en s’y liant, et est également une cible de p53 qui dans une boucle de rétrocontrôle 
négatif  initie  sa  transcription.    La  phosphorylation  de  ERK  entraîne  l’activation  de 
MDM2252,  mais  également  celle  de  p14ARF253  qui  se  lie  à  MDM2  pour  inhiber  son 
activité254. Ainsi, selon le type cellulaire et le stimulus reçu par la cellule, la modification 
de la balance entre activation ou non de p53 est  la clef de  la conséquence pro ou anti‐
apoptotique liée à l’activation des MAPK par la voie RAS. 
 
 
Figure 20 : Effets de RAS/ERK sur p53, p14ARF est l’homologue humain de p19ARF, d’après Ries et Al252. 
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Afin  de  mieux  connaître  les  effets  de  l’activation  de  la  voie  RAS  sur  les 
lymphocytes T activés humains recevant un stimulus de mort physiologique  lors de  la 
régulation de la réponse immunitaire, nous nous sommes penchés sur ceux porteurs de 
mutations activatrices RAS. 
 
5. Mutations activatrices de RAS 
 
Les  protéines  RAS  sont  des  protéines monomériques  globulaires  dont  le  poids 
moléculaire  est  de  21  kDa  et  qui  fonctionnent  comme  des  interrupteurs,  actives 
lorsqu’elles  sont  liées  à  du  GTP,  inactives  lorsqu’elles  sont  liées  à  du  GDP.  Elles 
possèdent  une  activité  GTPase  intrinsèque  faible,  c’est  pourquoi  les  GAPs  sont 
nécessaires à leur retour à la forme inactive. Les mutations activatrices de RAS ont pour 
effet d’abolir leur activité GTPase intrinsèque et /ou de les rendre insensibles à l’action 
des GAPs255,256. 
 
Il existe des résidus glycine en 12ème et 13ème position de la protéine et un résidu 
glutamine en position 61, considérés comme “hotspots” de transformation oncogénique 
(Figure 21). En effet, les glycines en positions 12 et 13 n’ont pas de chaîne latérale. Or ce 
site  étant  situé  au niveau de  la  boucle  d’interaction  avec  le  phosphate,  la  substitution 
avec un autre acide aminé à chaîne  latérale viendrait gêner  l’interaction stéréotaxique 
de  RAS  et  du  gamma  phosphate.  La  glutamine  61  a  elle  un  rôle  essentiel  dans 
l’interaction par un pont hydrogène entre RAS et GAP p120, crucial pour l’hydrolyse du 
GTP256,257. 
 
Les  mutations  activatrices  de  RAS  peuvent  être  germinales  ou  somatiques, 
entraînant des conséquences différentes selon le locus muté, et  le type cellulaire atteint. 
Nous détaillons  ici  les mutations de NRAS, KRAS  et HRAS  retrouvées  chez  l’homme au 
cours de diverses pathologies. 
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Figure  21  :  Représentation  schématique  des  isoformes  de  RAS,  d’après  Schubbert  et  Al.184. Les 85 premiers 
acides aminés sont identiques et se lient aux GTP/GDP. P‐loop : boucle de liaison au phosphate, Switch I et II : liaison 
de RAS aux régulateurs et effecteurs. La région hypervariable est utilisée pour la localisation de la protéine. 
 
6. Pathologies liées à une activation anormale de RAS 
a) Mutations germinales 
 
Les  syndromes  de  Noonan,  Costello  et  Cardio‐Facio‐Cutané  (CFC)  sont  trois 
entités  proches,  pouvant  être  induites  par  des  mutations  activatrices  de  la  lignée 
germinale  de  RAS.  Ces  maladies  développementales  associent  un  retard  staturo‐
pondéral  et  psychomoteur,  une  dysmorphie  faciale,  des  anomalies  squelettiques  et 
cardiaques  ainsi  que  des  lésions  cutanées  pigmentées.  Les  patients  atteints  de  ces 
syndromes  sont  à  risque  de  développer  des maladies malignes,  telles  que  des  JMML, 
rhabdomyosarcomes, neuroblastomes, ganglio‐neuroblastomes, cancers de la vessie.  
 
Dans  le  cas  du  syndrome  de  Costello,  ce  sont  des mutations  de HRAS  qui  sont 
retrouvées, essentiellement au niveau des 12 et 13ème codons, mais également au niveau 
des codons 117 et 146258–261. Les maladies malignes associées à ce syndrome n’incluent 
pas  les  JMML,  et  dans  ces  cancers,  une  perte  de  l’allèle  non muté  est  le  plus  souvent 
trouvée. 
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Dans  les syndromes de Noonan et CFC, ce sont des mutations de KRAS qui sont 
retrouvées,  mais  majoritairement  sur  d’autres  sites  que  les  hotspots  précédemment 
décrits,  entraînant  un  gain  d’activité moins  important.  L’apparition  d’une  JMML  a  été 
rapportée dans un cas de mutation de KRAS T58I262. Plus récemment, des mutations de 
NRAS ont également été trouvées chez des patients présentant un syndrome de Noonan, 
au niveau cette fois des résidus 50 et 60, sans qu’une JMML y soit associée263. 
 
Un seul cas de mutation de la lignée germinale de NRAS sur un hotspot, G13D, a 
été rapporté à ce jour et ce malgré des recherches extensives264. Le patient ne présentait 
pas de syndrome de Noonan et a développé une JMML265. 
 
b) Mutations somatiques 
(1) Cancers et hémopathies malignes 
 
On retrouve des mutations somatiques des gènes RAS dans plus de 30% de 
l’ensemble des cancers de l’homme (Tableau 4). 
 
Localisation  KRAS (%)  HRAS (%)  NRAS (%)  Total (%) 
Pancréas  71  0  <1  71 
Colon  35  1  6  42 
Intestin grêle  35  0  <1  35 
Tractus biliaire  26  0  2  28 
Endomètre  17  <1  5  22 
Poumon  19  <1  1  20 
Mélanome  1  1  18  20 
Col utérin  8  9  2  19 
Tractus urinaire  5  10  1  16 
Tableau 4 : Mutations somatiques de RAS   selon la 67ème version du catalogue des mutations somatiques dans les 
cancers, sont listés les cancers pour lesquels on retrouve au moins 15% de mutations de RAS, d’après Stephen et Al.266 
 
En ce qui concerne les hémopathies malignes, on retrouve des mutations de NRAS 
et parfois KRAS comme événements génétiques secondaires dans 15‐18% des myélomes 
Lanzarotti Nina - Thèse de doctorat - 2014 
  66 
multiples267–269,  10%  des  leucémies  lymphoïdes  aigües  T  de  l’adulte270,  6‐20%  des 
leucémies  aigües  lymphoblastiques  de  l’enfant271–273,  20‐30%  des  leucémies  myélo‐
monocytaires chroniques de l’adulte274.  
 
(2) Leucémies Myélo‐Monocytaires Juvéniles chroniques 
 
Dans le cas des JMML, on retrouve des mutations de NRAS et KRAS sur les codons 
12,  13  et  61  dans  25%  des  cas275,  la  particularité  de  ce  syndrome  étant  que 
contrairement à  ce qui  est vu dans  les autres hémopathies malignes,  les mutations de 
RAS ne sont pas associées aux autres mutations causales de la maladie, et ne sont plus 
considérées  comme  événement  génétique  secondaire mais  comme  unique  événement 
responsable du déclenchement de la maladie. 
 
La  JMML  est  une myéloprolifération  et myélodysplasie maligne  agressive  de  la 
petite enfance, plus de la moitié des cas étant diagnostiqués avant l’âge de deux ans275.Sa 
rareté, car elle touche entre 0,6 et 4 enfants par million276 soit 10 nouveaux cas par en 
en  France  métropolitaine277,  n’enlève  rien  à  sa  sévérité.  En  effet,  le  seul  traitement 
curatif à l’heure actuelle est la greffe de moelle, mais le taux de rechute est élevé même 
lorsque ce traitement est entrepris, aux alentours de 35%278. 
 
Sur le plan physiopathologique, les JMML sont  secondaires à une hyperactivation 
de  la  voie  RAS,  liée  à  des  mutations  soit  de  la  lignée  germinale  soit  atteignant  des 
cellules  souches  hématopoïétiques  au  niveau  d’un  progéniteur  précoce,  capable  de  se 
différencier  en  cellules  granuleuses,  monocytes,  érythrocytes  et  lymphocytes  (B,  T, 
NK)279. L’hyperactivation de la voie RAS dans ces cellules entraîne une pousse spontanée 
des progéniteurs myéloïdes et une hypersensibilité au GM‐CSF  in vitro caractéristiques 
de  cette  maladie.  Elle  entraîne  également  cette  prolifération  excessive  de  la  lignée 
myélomonocytaire,  parfois  lymphocytaire,  pouvant  envahir  les  organes  vitaux  et  être 
responsable du décès des patients. 
 
Sur  le  plan  génétique,  les  mutations  constitutionnelles  sur  la  voie  RAS 
responsables  de  JMML  sont  des  mutations  de  PTPN11,  NF1  et  cCBL;  associées  aux 
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syndromes de Noonan, à la neurofibromatose de type 1 et au Syndrome CBL, voisin du 
syndrome de Noonan. Les mutations somatiques concernent encore PTPN11, mais aussi 
KRAS et NRAS. 
 
Sur  le  plan  de  la  présentation  clinique,  la  plupart  des  patients  ont  une 
splénomégalie au diagnostic, parfois associée à une hépatomégalie et des adénopathies, 
souvent concomitante d’une pâleur cutanéo‐muqueuse, voire d’une éruption cutanée, de 
manifestations  respiratoires  et  digestives.  Sur  le  plan  biologique  le  frottis  sanguin  est 
très  informatif  et  rapporte  une  hyperleucocytose  avec  monocytose  et  myélémie.  La 
moelle  elle  est  de  richesse  augmentée  avec  hyperplasie  granuleuse.  Le  diagnostic  de 
JMML  repose  sur  un  faisceau  d’arguments,  avec  des  critères  requis  et  des  critères 
accessoires indiqués dans le tableau ci‐dessous280. 
 
Catégorie 1 : 
Tous requis 
Catégorie 2 : 
Au moins 1 requis 
Catégorie 3 : 
Au moins 2 si aucun Ctg 2 
> 109/l monocytes 
circulants 
Mutation somatique de 
RAS ou PTPN11ou cCBL 
Leucocytes > 20.109/l 
<20% blastes 
médullaires 
Mutation de NF1 ou diagnostic 
de Neurofibromatose de type 1 
Myélémie 
Pas de transcrit 
BCR‐ABL 
Monosomie 7  Augmentation de l’HbF 
Splénomégalie    Anomalie cytogénétique clonale 
autre que mns7 
    Hypersensibilité au GM‐CSF 
Tableau 5 : Critères diagnostiques des JMML. 
 
  Au  niveau  de  l’évolution  et  du  pronostic,  la  JMML  est  très  hétérogène.  Dans  la 
plupart  des  cas  la maladie  est  agressive,  et  le  décès  peut  survenir  rapidement  suite  à 
l’insuffisance  médullaire,  l’infiltration  des  organes  ou  la  transformation  en  leucémie 
aiguë.  On  appelle  ces  cas  “Sévères”  (S‐JMML).  Cependant,  rarement,  la  maladie  reste 
stable, voire régresse. On appelle ces cas “Long survivors” (LS‐JMML). A ce jour, il n’y a 
pas de réelle corrélation génotype‐pronostique et il est impossible de prévoir l’évolution 
de  la  maladie  selon  la  mutation  présentée.  Bien  que  quelques  critères  pronostiques 
soient avancés par certaines équipes, aucun n’est affirmé de façon définitive. 
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Enfin,  certains  patients  présentant  des  mutations  somatiques  de  RAS  sur  un 
progéniteur  hématopoïétique  ne  développent  pas  de  JMML  mais  une  maladie  auto‐
immune lymphoïde dont nous avons déjà parlé plus haut, le RALD.  
 
(3) RAS Associated Lymphoproliferative Disease 
 
Nous  avons  défini  le  RALD  au  début  de  cette  introduction ;  la  partie  suivante 
reprend l’ensemble des cas publiés dans la littérature ainsi que les formes limites entre 
JMML et RALD, puisqu’il a été publié récemment des cas de patients guéris de leur JMML 
et présentant à distance des stigmates d’auto‐immunité161. 
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Cas 6 
Mutation 
NRAS 
G13D 
KRAS 
G13D 
KRAS 
G13D 
KRAS 
G13C 
KRAS 
G12D 
NRAS 
G13D 
NRAS 
Q61P 
KRAS 
G12S 
NRAS 
G12D 
KRAS 
G12S 
NRAS 
G12S 
NRAS 
G12S 
NRAS 
G13S 
Sexe  M  M  F  F  F      M  M  F  F  M  M 
Age début  Précoce  9M  5M  4A  5A        11M  10M  4M  12M  10M  6M 
ADP  +  +    +  +  +  +  +  ‐  ‐  ‐  ‐  + 
SMG  +  +  +  +  +  +  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  + 
HMG    +  +      +  +  ‐  ‐  +  +  ‐  + 
Autres 
LLA 
Lymph.B 
        
Erythème 
noueux 
   Colite     Alopécie    
Sd de 
Raynaud  
     
Auto 
immunité 
  Evans   Evans   Evans   Evans   AHAI  PTI    Lupus  PTI      Evans  
Coombs GR   +  +  +  +  ‐                         
Coombs Pqt    +   +   +  +                 
Ac Anti PNN     +  +     +                         
FAN  +  +   +  +  ‐      ‐  +  +  +  +  + 
Anti‐
cardiolipine 
+   +     +  +                         
F. 
rhumatoïde 
+      +  ‐            +     
Ac Anti 
PhosphL 
   +        +                         
CD20  1678      586  497  élevé  élevé  494  697  658       
IgG  ND  élevé  élevé  élevé  élevé        élevé  élevé  Normal  élevé  Normal  élevé 
Monocytes    760  510  850  1900  élevé  élevé  237  891  823  1342  342  380 
Blastes m.     1,9  0,0              <3  0,0  <0,5  0,0  0,0  0,2 
GB  9220  7600  5100  2620  4500  élevé  élevé  3400  8100  6100  6100  5700  8100 
HbF  ND  0,6  1,9  ND  0,7  ND  ND  2,5  19  8,8  6,3  0,5  12 
HSe Prog.    ‐  +          +  +  +  +  +  + 
ACAD    Oui  Oui  Oui  Oui  ND  Oui  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND 
BIM    Oui  Oui  ND  Oui  ND  ND  ND  Oui  Oui  ND  Oui  Oui  Oui 
Dernier TTT    
Prednis
olone 
Greffe 
moelle 
Décès 
13A 
     
Greffe 
8A 
13‐cis 
RA 
6‐MP  aucun  aucun  aucun  6‐MP 
Tableau  6:  Ensemble  des  cas  de  RALD,  suspicions  de  RALD,  LS‐JMML  présentant  des  stigmates  d’auto‐
immunité  publiés.  ADP  :  Adénopathies,  SMG  :  Splénomégalie,  HMG  :  Hépatomégalie,  LLA  :  Leucémie  lymphoïde 
aigüe, Lymph.B : Lymphome B, GR : Hématies, Pqt : Plaquettes, Ac : Anticorps, PNN : Polynucléaires neutrophiles, FAN 
:  Facteurs  anti‐nucléaires,  F.  :  Facteur,  PhosphL  :  Phospholipides,  CD20  :  Taux  de  CD20+  (Lymphocytes  B)  au 
phénotypage lymphocytaire, IgG : Taux de gammaglobulines, Blastes m. : blastose médullaire, GB : Leucocytes, HbF : 
Taux d’hémoglobine Foetale, Hse Prog. : Hyper‐sensibilité des progéniteurs médullaires au GM‐CSF, TTT : Traitement, 
A  :  ans,  M  :  Mois,  Sd  :  Syndrome,  AHAI  :  Anémie  hémolytique  auto‐immune,  PTI  :  Purpura  thrombopénique 
immunologique, 13‐cisRA : 13‐cis acide rétinoïque, 6‐MP : 6‐mercaptopurine. 
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Comme  indiqué  dans  ce  tableau,  le  diagnostic  formel  de  RALD,  à  savoir  une 
lympho‐prolifération  clinique  avec  adénopathies  et  splénomégalie  éventuellement 
associée  à  des  manifestations  auto‐immunes,  ici  un  syndrome  d’Evans  –  c’est  à  dire 
l’association d’une anémie hémolytique auto‐immune à une thrombopénie auto‐immune 
– chez des patients présentant une mutation de NRAS ou KRAS sur un hotspot et dont les 
lymphocytes T activés présentent un défaut d’ACAD en lien avec une diminution de BIM, 
n’a été posé que pour trois patients.  
 
Un défaut d’ACAD sans preuve de diminution de BIM a  cependant été  rapporté 
chez  deux  autres  patients  présentant  l’association  clinique  et  génétique,  et  une 
diminution de BIM a pu être observée chez cinq patients atteints de formes atténuées de 
JMML ; quatre d’entre eux présentaient des stigmates biologiques voire cliniques d’auto‐
immunité, le cinquième ayant eu des adénopathies chroniques. 
 
Enfin,  un  patient  a  présenté  le  tableau  classique  de  RALD  avec  mutation, 
adénopathies,  splénomégalies,  syndrome  d’Evans  et  auto‐anticorps  sans  que  les 
données expérimentales aient été disponibles pour confirmer le diagnostic de RALD et 
deux autres patients guéris de JMML peuvent entrer dans le tableau, à nouveau sans que 
les données expérimentales ne puissent le confirmer définitivement. 
 
La description des ces treize cas nous fait suspecter que la frontière entre RALD 
et  JMML  n’est  pas  si  nette  et  que  les  deux  diagnostics  ne  sont  pas  nécessairement 
exclusifs.  Etant  donné  cet  état  de  faits,  nous  ne  pouvons  que  conclure  que  les 
conséquences  de  l’hyperactivation  de  la  voie  RAS  transmise  par  des  progéniteurs 
hématopoïétiques peuvent être variables selon les individus. C’est pourquoi l’étude des 
conséquences de  cette  activité  anormale de  la  voie RAS  sur  l’apoptose  chez différents 
patients présentant les différents phénotypes nous a semblée intéressante et licite. 
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D. OBJECTIFS ET MÉTHODOLOGIE 
 
Au  cours  de  cette  introduction  nous  avons  mis  en  valeur  l’importance  du 
processus apoptotique dans la régulation de la prolifération lymphocytaire T suite à  la 
stimulation antigénique et la complexité de son déroulement, liée aux nombreuses voies 
impliquées, pouvant de plus interagir entre elles.   
 
Nous  avons  ensuite  détaillé  l’une  de  ces  voies,  la  voie  RAS,  qui  intervient 
également  dans de nombreux  autres  processus  cellulaires  déclenchés  par  des  signaux 
transmis  via  la  signalisation membranaire,  dont  la  prolifération  et  différenciation.  La 
voie RAS semble être un pivot de la régulation apoptotique, cependant ses effets varient 
selon les types cellulaires et les stimuli reçus. Ainsi il nous a semblé qu’il était opportun 
d’approfondir  notre  connaissance  du  rôle  des  protéines  RAS  dans  la  régulation  de  la 
réponse immunitaire T. 
 
Afin de progresser dans cette voie, nous nous sommes intéressés aux mutations 
activatrices  de  RAS  dans  le  système  hématopoïétique,  en  particulier  celles  qui  sont 
jusqu’à présent décrites comme principal événement initiateur d’un processus malin, les 
mutations somatiques de KRAS et NRAS dans les JMML et RALD.  En nous penchant sur 
ces  deux  pathologies,  nous  nous  sommes  tout  d’abord  étonnés  du  fait  que  les mêmes 
mutations soient à l’origine de phénotypes très distincts les uns des autres, partant de la 
pathologie bénigne auto‐immune (RALD), passant par la leucémie indolente (LS‐JMML) 
et allant jusqu’à la leucémie sévère (S‐JMML). 
 
Dans  un  premier  temps,  nous  avons  identifié  un  patient  ayant  présenté 
l’ensemble  de  ces  phénotypes  successivement  et  avons  confirmé  les  données 
expérimentales pourvues par la littérature. Cependant, la succession de ces phénotypes 
chez un patient présentant cette mutation somatique de KRAS, ajoutant une variabilité 
intra‐individuelle à la variabilité interindividuelle déjà décrite, nous a poussés à penser 
que des évènements supplémentaires étaient en jeu. 
 
Nous avons donc poursuivi en comparant la régulation de l’apoptose des patients 
atteints de RALD avec celle de patients atteints de JMML, sévère ou indolente. Là encore, 
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face aux différences, nous ne pouvions plus ignorer que d’autres évènements, génétiques 
ou non, puissent être responsables de la différence entre les phénotypes observés et que 
de surcroit ces évènements avaient un lien avec l’apoptose des lymphocytes T.   
 
Par la suite nous nous sommes subséquemment attachés à identifier comment les 
lymphocytes  T  issus  de  patients  porteurs  de mutations  activatrices  de KRAS  et NRAS 
effectuaient  leur  apoptose,  et  quels  facteurs  s’additionnant  aux  mutations  de  RAS 
modifiaient l’apoptose de ces cellules.  
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Nous présentons avec cette publication un cas de RALD classique, tels qu’ils ont 
été décrits dans la littérature, à savoir un patient atteint d’une maladie auto‐immune et 
lympho‐proliférative  bénigne  à  début  précoce,  pour  lequel  après  avoir  éliminé  une 
mutation  de  FAS  on  a  pu  identifier  une  mutation  somatique  de  RAS.  Cette  mutation 
somatique  de  RAS,  présente  dans  toutes  les  populations  lymphocytaires,  était  bien 
associée à une diminution de l’expression de BIM et un défaut fonctionnel d’ACAD. 
 
Cependant,  après  splénectomie,  ce  patient  a  évolué  vers  une  JMML  lentement 
évolutive sur plus de dix années, ce qui n’a pas encore été décrit pour les autres patients 
étiquetés RALD, bien que le recul soit moins important pour ces autres cas. 
 
Enfin,  en  quelques  semaines,  la  JMML  indolente  s’est  transformée  en  maladie 
agressive, infiltrant massivement les poumons du patient et entraînant son décès rapide. 
Ce  tournant  évolutif  doit  inciter  les  cliniciens  à  surveiller  de  près  non  seulement  les 
patients  étiquetés  LS‐JMML  mais  également  ceux  pour  qui  on  a  diagnostiqué  une 
maladie dite bénigne, le RALD.  
 
De plus,  la succession des phénotypes pour un même patient démontre que l’on 
ne peut pas attribuer à certaines mutations un caractère bénin et à d’autres un caractère 
plus  oncogénique.  Ainsi  la  mutation  de  KRAS  G13C  à  elle  seule  n’explique  pas  la 
variabilité  observée  et  il  est  à  présent  nécessaire  d’identifier  les  autres  facteurs 
concourant  à  la  physiopathologie  de  ce  que  l’on  peut  désormais  désigner  comme  un 
continuum RALD – LS‐JMML – S‐JMML. 
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RAS‐Associated  Lymphoproliferative  Disease  Evolves  Into  Severe 
Juvenile Myelo‐Monocytic Leukemia 
 
In  Juvenile  myelomonocytic  leukemia  (JMML),  activating  RAS mutations  are 
responsible  for  a  hyperactive  RAS/ERK  signaling  (1).  Somatic  codons  12‐13‐61  RAS 
mutations are described in cases of RAS‐associated lymphoproliferative disease (RALD) 
(2‐4),  believed  to  be  a  benign  entity  distinct  from  JMML.  RALD  features  autoimmune 
cytopenias  and  lymphoproliferation  secondary  to  a  T‐cell  apoptosis  defect,  similar  to 
Autoimmune  Lymphoproliferative  Syndrome  (ALPS).  In  RALD  the  apoptosis  defect  is 
caused by a RAS/ERK‐mediated down‐regulation of the pro‐apoptotic BIM protein (2‐4), 
whereas  in ALPS the defect  is caused by mutations of  the death receptor FAS(5). Thus 
the  same  oncogenic  hematopoietic  RAS  mutations  are  associated  with  different 
phenotypes, considered as distinct pathologies. We report a case of G13C KRAS mutation 
firstly  leading  to  RALD,  then  evolving  from  an  indolent  to  an  aggressive  form  of 
leukemia. 
 
The  patient  presented  with  autoimmune  hemolytic  anaemia  and 
thrombocytopenia, hepatosplenomegaly and multi‐focal  lymphadenopathy at age 5. He 
developed  a  colic  B‐cell  lymphoproliferation  at  age  7.5.  At  age  9.5  he  underwent 
splenectomy and received four anti‐CD20 infusions. From then on, the Evans syndrome 
declined and the leucocytes numbers rose At age 20, he presented with chest pain and 
leucocytosis.  The  situation  evolved  into  a  fatal  acute  respiratory  distress  syndrome 
secondary to pulmonary leucostasis (Figure 1A). 
 
The patient initially displayed classical RALD features. ALPS was ruled out after 
eliminating a FAS mutation. A somatic KRAS G13C mutation was found in all circulating 
hematopoietic  cells  subsets  but  not  on  primary  derived  fibroblasts  (Figure  1B). 
Consistent  with  published  data  (2‐4),  BIM  was  down  regulated  in  activated  T‐cells 
(Figure  1C)  leading  to  an  in  vitro  defect  of  activated‐cell  autonomous  death  (ACAD) 
(Figure  1D).  Interestingly,  lymph  node  histology  showed  Rosai‐Dorfman‐like  features 
when biopsied at age 6, an aspect not yet described in RALD (Figure S1A‐B‐C). 
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After splenectomy, the patient started displaying classical JMML features with 
increasing  peripheral  myeloid  cell  numbers.  In  addition  to  ALPS  features,  the  spleen 
showed an important immature myeloid colonisation (Figure S1D‐E). The blood smear 
showed circulating dysplastic neutrophils and abnormal monocytes (Figure S1F‐G). The 
bone marrow was hyper cellular with granulocytic hyperplasia without blast excess, at 
age 5 and 19 (Figure S1H‐I). Spontaneous growth and hypersensitivity to GM‐CSF of the 
bone marrow progenitors were found. Rearrangement of the BCR‐ABL  fusion gene was 
always negative. The  JMML evolved during a 10 years period as a  “long‐survivor”, but 
the final stage was a classical feature seen in severe JMML (6). 
 
Autoimmunity  has  been  recently  reported  in  spontaneous  remission  cases  of 
JMML with persistent RAS‐mutated clones (7). We now show that RALD can be the initial 
presentation  of  a  severe  JMML.  Moreover,  the  patient’s  history  shows  that  one  RAS 
mutation associates with  the  three different possible phenotypes  (RALD,  indolent  and 
severe  JMML). We  thus  postulate  that  RALD  and  JMML  are  not  distinct  entities  but  a 
continuum  with  additional  genetic  or  epigenetic  events  contributing  to  the  clinical 
phenotype and evolution. Therefore a close monitoring of such patients is recommended 
and further efforts are needed to elucidate the additional factors.  
 
Supplementary information is available at Blood's website. 
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Figure 1 A: Hematobiological evolution of the patient with treatment courses. 
SplX:  Splenectomy,  VP16®:  Etoposide,  A‐CD20:  Rituximab,  *:  Pneumopathy, ✪:  Colic  B  cell  proliferation, ★:  Evans 
syndrome aggravation with spleen enlargement crisis and circulating B cell proliferation, ♯: Pericarditis associated to 
arthritis, ✜: Acute myeloproliferation with pulmonary infiltration leading to death. B: Cell sorting and sequencing of 
circulating  leucocytes  populations  and  primary  derived  fibroblasts.  Fibro:  fibroblasts,  Neutro.:  neutrophils,  Mono.: 
monocytes. C: In vitro apoptosis assays on superantigen stimulated T‐cells from the patient, results are compared to 
controls : ACAD: Activated Cells Autonomous Death, using cytokines withdrawal, Apo1.3: direct Fas stimulation with 
an agonist antibody, AICD: Activation Induced Cell Death by T‐cell Receptor restimulation. D: Western Blot of patient’s 
(P1) Bim expression on activated T‐cells. 
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Figure  S1:A‐B‐C:  Lymph  node  architecture  modified  by  hypoplastic  follicles  and  massive  sinus  histiocytosis. 
Histiocytes consisted of large macrophages with abundant and eosinophilic cytoplasm. Pictures of emperipolesis were 
rare.  D‐E:  Spleen:  Abnormal  architecture  with  white  pulp  hypoplasia  and  red  pulp  hyperplasia  with  moderate 
haematopoïesis  (*).  Increase  of  plasma  cells  into  the  red  pulp  (arrows).  F‐G:  Blood  smear  smear  with  mature 
dysplastic neutrophils (cytoplasmic hypogranularity and bilobed nuclei), abnormal monocytes, Howell‐Jolly bodies in 
erythrocytes  and  erythroid  precursor. H‐I: Bone  marrow  smear:  hypercellularity with  granulocytic  proliferation, 
monocytes infiltration, dysgranulopoiesis, dyserythropoiesis and no excess of blasts. 
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Nous présentons dans cet article l’étude de l’apoptose de patients présentant les 
trois phénotypes pouvant résulter de mutations oncogéniques activatrices de RAS dans 
la lignée lympho‐myélocytaire mature.  
 
Alors  que  l’ACAD,  qui  n’a  été  jusqu’à  présent  étudiée  que  chez  des  patients 
atteints de RALD, est normale chez les patients atteints de JMML, l’AICD, qui auparavant 
n’avait  jamais été étudiée chez des patients porteurs de ces mutations, est défectueuse 
uniquement chez les patients avec un phénotype sévère. 
 
Nous montrons ainsi que la mutation de RAS seule ne suffit pas à entraîner une 
diminution de BIM  et  un défaut  d’ACAD. Nous montrons  de  plus  que  des  événements 
additionnels  interviennent,  qui  ont  une  influence  sur  l’apoptose  et  l’homéostasie 
lymphocytaires  et  sont  déterminants  dans  l’évolution  péjorative  de  la  myélo‐
prolifération. 
 
Ces événements qui entraînent un défaut d’AICD permettant de faire la différence 
entre  LS‐JMML  et  S‐JMML  ont  une  influence  sur  l’apoptose  dépendante  des  caspases. 
Ainsi, soit les caspases  ne peuvent plus être clivées, soit lorsque clivées elles ne sont pas 
capables d’induire l’apoptose. 
 
Nous avons éliminé des mutations des caspases et de leurs protéines régulatrices, 
ainsi  qu’une  dérégulation  de  la  transcription  de  ces  dernières.  Nous  avons  mis  en 
évidence  des  modifications  post‐traductionnelles  des  protéines  régulatrices  des 
caspases, dont la cause qui reste encore à identifier semble unique à chaque cas. 
 
En  attendant  d’identifier  les  facteurs  additionnels  responsables  des  résultats 
obtenus, la confirmation à plus grande échelle du défaut d’AICD dans les cas sévères est 
nécessaire.  Elle  pourra  aboutir  à  l’émergence  d’un  outil  pronostique  efficace  qui  pour 
l’instant fait défaut et permettrait d’éviter une greffe de moelle osseuse dans les cas de 
bon pronostic. 
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Apoptosis  Discriminates  Between  Mild  And  Severe  RAS  Mutated 
Juvenile Myelo Monocytic Leukemia 
 
Abstract 
 
Juvenile Myelo Monocytic Leukemia (JMML) is a rare but particularly aggressive myelo‐
dysplastic  and  myelo‐proliferative  neoplasm  of  early  childhood.  Hyper  activating 
mutations of  the RAS pathway  lead to  this aggressive disease  for which hematopoietic 
stem  cell  transplantation  is  the  only  known  curative  treatment.  However,  cases  of 
spontaneous improvement in patients called long survivors have been described, as well 
as  autoimmune  benign  diseases  (RALD)  in  some  patients  carrying  NRAS  or  KRAS 
mutations  in  their T‐cells. We describe six patients with  JMML carrying NRAS or KRAS 
mutations. One patient has a RALD, two patients are JMML long survivors whereas the 
three  others  have  an  aggressive  disease.  In  vitro  apoptosis  functional  assays  and 
biochemical  profiles  show  distinct  biological  phenotypes  discriminating  the  groups  of 
patients.  We  thus  propose  that  there  are  modifying  factors  that  influence  T‐cells 
apoptosis  and  are  responsible  for  the  severity  of  JMMLs  associated  to NRAS  or KRAS 
hematopoietic stem cell mutations. The underlying mechanisms to the apoptosis defects 
can be a specific target for new treatments and an alternative to hematopoietic stem cell 
transplantation. 
 
Keywords 
 
Apoptosis, Autoimmunity, Leukemia MyeloMonocytic Juvenile, Lymphocyte, RAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lanzarotti Nina - Thèse de doctorat - 2014 
  85 
Introduction 
 
Juvenile myelo‐monocytic  leukemia (JMML) is a rare but particularly aggressive 
chronic myelo‐proliferative and myelo‐dysplastic neoplasm of early childhood (1). It is a 
hematopoietic  stem  cell  (HSC)  disease  characterized  by  an  excessive  production  of 
myeloid  and monocytic  cells  that  infiltrate  vital  organs  (2).  The  only  known  curative 
treatment is hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) following intensive myelo‐
ablative chemotherapy with only 24‐54% of event free survival and a high relapse rate 
(3). The pathogenesis  of  JMML  relies  on  a hyperactive RAS‐signaling  induced Mitogen 
Activated  Protein  Kinase  (RAS/MAPK)  pathway  in  hematopoietic  lineage,  due  to 
mutually exclusive initiating mutations in PTPN11, NRAS, KRAS, NF1, CBL (4). Moreover, 
patients  with  genetic  conditions  associated with  RAS  pathway  overactivation  such  as 
type‐1  neurofibromatosis  or  Noonan  syndrome  are  prone  to  developing  JMML. 
Accordingly,  unlike  what  is  observed  in  other  tumors,  RAS  pathway mutations  are 
considered to be the initiating event in JMML, making it a unique model of RAS‐driven 
oncogenesis. 
 
Despite this common underlying mechanism related to the RAS pathway, a broad clinical 
phenotype  is  observed  among  patients  with  JMML.  This  variability  cannot  be  solely 
explained  by  the  RAS‐pathway  mutation.  Some  patients  present  with  mild  or  self‐
resolving JMML, referred to as  long‐survivors (LS‐JMML) (5–9) whereas other patients 
with the same mutations develop aggressive forms of JMML (5,10,11). Intriguingly, a few 
cases  of  patients  have  been  recently  reported with  somatically  acquired mutations  in 
NRAS  or  KRAS  and  features  shared  between  JMML  and  Autoimmune  Lympho 
Proliferative Syndrome (ALPS). This benign autoimmune condition has been considered 
to form a new disease named Ras‐associated Autoimmune Lympho‐proliferative Disease 
(RALD)  (12–15).  We  recently  reported  the  case  of  a  patient  with  ALPS  features 
associated with a KRAS mutation who eventually developed a severe JMML at 20 years 
(15).  Such  a  case  suggests  that  there  could  be  a  continuum  between  these  clinico‐
biological entities. However, the pathophysiological bases accounting for the variability 
between the phenotypes induced by HSC activating NRAS or KRAS mutations (aggressive 
or LS‐JMML, RALD) remain unknown.  
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ALPS is a disorder associated with a defect of apoptosis in T lymphocytes. Apoptosis in 
antigen‐triggered  T  cells  follows  two  major  mechanisms:  activated‐cells  autonomous 
death (ACAD) and activation  induced cell death (AICD). Under homeostatic conditions, 
ACAD  is  triggered  by  the  deprivation  of  co‐stimulating  factors  such  as  cytokines 
(Interleukin 2, IL2). It signals through the mitochondrial apoptotic pathway via BIM and 
others proteins of the BCL2 family and allows the termination of the immune response. 
The  autoimmunity  observed  in  RALD  patients  was  explained  by  the  unchecked  ERK 
phosphorylation due to RAS hyperactivity. This results in BIM down regulation leading 
to an ACAD defect that prevents the termination of the ongoing immune response (12–
15). AICD is initiated by repeated or chronic antigen stimulation. It induces the extrinsic 
apoptosis  pathway  mainly  through  the  death  receptor  FAS  (16).  It  also  induces  the 
mitochondrial pathway via BIM and granzyme B (17,18). The AICD pathway controls the 
immune  response  in  terms  of  duration  and  intensity  whereas  the  ACAD  pathway 
ensures its termination (19). Both pathways are important in controlling proliferation of 
aberrant cells and can be involved in hematopoietic malignancies.  
 
Interestingly,  activated T  lymphocytes  of  RALD patients  show  a  defect  of  ACAD.  Even 
though  JMML  is  a  myelo‐monocytic  disorder,  several  lines  of  evidence  imply  that  it 
arises from a pluripotent HSC. For instance, EBV cell lines were shown to be mutated in 
some  patients  (20)  and  B‐lineage  acute  lymphoblastic  leukemia  or  T‐cell  lymphoma 
transformations have been reported in JMML patients (21,22). Although JMML might be 
a  heterogeneous  disease  regarding  theprogenitor  in  which  the  mutation  originates 
(23,24),  the  presence  of  the  NRAS  or  KRAS  mutation  in  peripheral  T‐cells  of  JMML 
patients  was  recently  reported  in  several  cases  of  spontaneous  improvement  and 
associated autoimmunity, that seemed to be intermediary forms between LS‐JMML and 
RALD (9). 
 
Altogether,  these  observations make  T‐cells  apoptosis  defect  a  potentially  interesting 
factor  that  could  be  involved  in  JMML  pathogenesis.  Further  characterization  of  the 
molecular  mechanisms  involved  in  the  T‐cell  response  in  NRAS  or  KRAS  mutated 
patients  could  help  better  understanding  the  NRAS  or  KRAS‐driven  leukemogenesis. 
Therefore,  our  aim was  to  explore whether defects  in  these  apoptosis pathways were 
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identical or different within the various phenotypes induced by pluripotent HSC NRAS or 
KRAS mutations.  
 
Here we explored the apoptosis  function  in  five cases of NRAS or KRAS mutated JMML 
patients and one case of KRAS mutated RALD (15) as compared with controls. We report 
their  biological  data  with  particular  emphasis  on  lymphocyte  homeostasis  and  the 
results of performed functional  in vitro apoptosis assays,  triggering either the  intrinsic 
or  extrinsic  apoptosis  pathways with  ACAD  and AICD.  Interestingly,  our  results  show 
abnormal  apoptosis  function  only  in  RALD  and  in  severe  JMMLs. We  show  that  AICD 
defects with  abnormal  caspases  function  could  account  at  least  in part  for  the  clinical 
spectrum observed  in  case of NRAS or KRAS mutations  in HSC. Remarkably,  apoptosis 
defects seem not to be necessarily linked to the mutation itself. 
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Results  
 
NRAS or KRAS mutated patients and lymphoid compartment 
Five  patients  with  NRAS  or  KRAS  mutations  and  JMML  were  included  in  the  study. 
Patients  P2  and  P3  had  a  LS‐JMML  phenotype whereas  patients  P4,  P5  and  P6  had  a 
severe  phenotype.  Patient  P1  presented  a  RALD  phenotype  and  was  previously 
described (15). The patients’ biological findings and history are summarized in Table 1 
and Figure S1. In addition to the classical anomalies observed in JMML patients (such as 
high neutrophil counts and monocytosis), abnormally high circulating immunoglobulin 
levels were  observed  suggesting  abnormal  B‐cells  activation  in  all  patients  except  P4. 
Moreover, absolute lymphocyte counts were elevated only for the severe JMML patients 
(P4,  P5  and  P6), whether  it was  B‐cells  in  P4  and  P5  or  T‐cells  in  P6.  These  findings 
indicate a defect of lymphocyte homeostasis. As such perturbations can be related to an 
apoptosis  defect,  we  thought  that  lymphocytes’  apoptosis  function  evaluation  was  a 
relevant function to be assessed in JMML patients’ T‐cells. 
 
ACAD defect and down‐regulation of BIM are specific to RALD 
As ACAD is defective in RALD patients’ T‐cells, we assessed it in JMML patients’ T‐cells. 
Contrary to the T‐cells in the RALD patient (P1), none of the five JMML patients’ T cells 
showed  a  diminution  of  in  vitro  ACAD  (at  least  25%  less  than  controls)  (Figure  1A). 
Accordingly,  none of  the  five patients’  lymphocytes  showed a down  regulation of BIM 
expression in quite contrast with the RALD patient (Figure 1B) and BIM was even over 
expressed in P5 and P6 (Figure S2). This suggests that the BIM pathway is functional in 
the JMML patients. 
 
AICD defect is specific to severe JMML 
As  ACAD was  normal  and  didn’t  account  for  lymphocytes’  abnormal  homeostasis,  we 
then  assessed  the  AICD  in  the  JMML  patients’  T‐cells  (Figure  2A).  It was  significantly 
reduced in the T‐cells  from the three patients with a severe form of JMML (P4, P5 and 
P6). A defect of more than 65% is measured in T cells from P4 and P5 as compared with 
controls.  In contrast,  the AICD of T‐cells  from patients with RALD or LS JMML was not 
impaired. Potential causes of impaired AICD such as a lack of Fas Ligand expression or a 
Fas‐induced apoptosis defect had been previously ruled out (Figure S3). 
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AICD defect is specific to severe JMML and due to altered caspases cleavage and function 
To further explore the AICD defect in the severe JMML patients, we looked at the caspase 
signaling through the detection of  the cleaved as well as uncleaved forms of caspase 8 
(initiating  caspase)  and  caspase  3  (effetor  caspase)  (Figure  2B).  The  cleavage  of 
caspases 3 and 8 was normal for P2 (a LS‐JMML patient with normal T‐cells AICD) when 
compared to controls. In contrast, in T‐cells from a severe JMML patient with a profound 
AICD  defect  (P4),  we  could  not  detect  cleaved  forms  of  caspases  3  and  8,  but  we 
observed overabundance of  the  full  forms of  these  caspases. Whereas T‐cells  from P5 
and P6 (who also developed severe JMML) exhibited a profound AICD defect, the cleaved 
forms  of  caspases  3  and  8 were  over  expressed  as  compared  to  controls  (Figure  2B). 
Since over expression of the cleaved caspases did not lead to apoptosis in P5 and P6, we 
suspected a defect in their enzymatic activity. This function was assessed by looking at 
caspase 3 dependent cleavage of PARP in P5 and P6. We observed a reduction in PARP 
cleavage in their AICD stimulated T‐cells as compared to controls and LS‐JMML T‐cells 
(Figure 2C). Thus,  the AICD defect observed  in  activated T  lymphocytes  from patients 
with severe  JMML was related to an  impaired caspase cleavage  in P4 and an  impaired 
activity  of  the  cleaved  caspases  in  P5  and P6. Direct  T‐cells DNA  sequencing  of  genes 
encoding  apoptosis  inducing molecules  (such  as  FADD,  caspases  3,  8  and  10)  did  not 
reveal any abnormalities  for any of  the patients. We thus undertook an analysis of  the 
expression of  potential  caspase  inhibitors.  Indeed,  these observations were  consistent 
with  the  over‐expression  of  the  inhibitory  apoptosis  proteins  cIAP1  and  2  for  P4  and 
cIAP2  only  for  P5  and  P6  (Figure  2D).  Direct  DNA  sequencing  of  the  IAPs  regulators 
genes HTRA2 and SMAC was normal for these two patients. As cIAP2 and XIAP have been 
reported  to  be  up‐regulated  by  RAS  in  intestinal  epithelial  cells  (25),  we  tested  XIAP 
expression that was found normal for all the patients (Figure 2D). 
 
Abnormal apoptosis is not due to transcription modifications 
Profiling  of  the  apoptosis  genes  expression  with  Taqman  low  density  assay  was 
performed  on  activated  T  cells  undergoing  AICD  for  P4  and  P5  and  compared  to 
matched controls (Figure 2E). The majority of the genes showed minor to no changes in 
mRNA  expression.  Furthermore,  the  few  significant  differences  between  patients  and 
control were  the  up  regulation  of  pro‐apoptotic  genes  of  the mitochondrial  apoptosis 
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pathway  that  did  not  lead  to  an  increased  apoptosis,  indicating  that  the  abnormal 
apoptosis was not secondary to abnormal transcription. 
 
Apoptosis status is not related to the proportion of NRAS or KRAS‐mutated T lymphocytes 
The NRAS or KRAS somatic mutations were detectable in PBMCs from all patients. In P1 
(15), P2 and P3,  these mutations were also detectable  in T cells (Figure 3A). Thus,  the 
normal  in vitro  AICD was  not  related  to  a  loss  of  the mutated  T‐cells  in  the  LS‐JMML 
patients.  Nevertheless,  the mutated  peak was  diminished  in  T  cells  from  P4  and was 
absent  in  P6’s  T‐cells.  To  determine  the  percentage  of mutated  T  cells  in  P4 we  sub‐
cloned  the PCR products obtained  from activated T cells. Colonies counts showed  that 
100%  of  the  activated  T  cells  carried  the  mutation  in  P2,  but  only  20%carried  the 
mutation  in  P4.  Thus,  the NRAS or KRAS mutation was  undetectable  in  P6,  detectable 
with heterozygous aspect in P5 and found in 20% of P4 T‐cells. Therefore the apoptosis 
defect in the severe JMML patients was not correlated with the detection of the NRAS or 
KRAS mutations in T‐cells. 
 
Apoptosis status is not related to the level of RAS activation in T lymphocytes 
To further explore the consequences of a partially RAS mutated population of T cells in 
the AICD defect and BIM regulation, we performed a RAS pull down assay. Even though 
no NRAS mutated activated T cells were found in P6, its level of active RAS was still high. 
P2, P3 and P5 all had more active RAS than the controls (Figure 3B). As both LS‐JMML 
and  S‐JMML  displayed  high  levels  of  active  RAS,  the  AICD,  only  defective  in  S‐JMML 
patients, was independent from the RAS activation. 
 
BIM expression is independent from ERK phosphorylation 
In  the previously described RALD cases  including P1,  the down regulation of BIM was 
thought to be the consequence of an excessive ERK phosphorylation. We thus assessed 
this  biochemical  feature  in  the  present  JMML  patients.  Surprisingly,  the  ERK 
phosphorylation  was  increased  in  P2,  P3  and  P4  T‐cells  which  all  had  a  normal  BIM 
expression  or  even  a  higher  expression  than  controls  (Figure  3C).  Moreover,  even 
though P5 and P6 had levels of ERK phosphorylation comparable to controls, P6 had still 
an  increased BIM expression. Thus,  in  these  five  JMML patients,  the  regulation of BIM 
was independent from ERK phosphorylation. 
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Discussion 
 
RALD patients with an ACAD defect and / or a BIM down regulation have been 
described  in  five  independent  reports  (9,12–15).  Since  these  changes  in  apoptosis 
signaling  following  the  NRAS  or  KRAS  mutations  were  reported  as  the  cause  of  the 
autoimmune  symptoms,  it  was  necessary  to  assess  the  apoptosis  status  of  patients 
carrying the same mutations but without any clinical manifestation of auto‐immunity. In 
our  cohort,  six  patients  presented  with  the  three  different  phenotypes  that  can  be 
observed with HSC NRAS or KRAS mutations:  RALD,  LS‐JMML  and  severe  JMML.  Even 
though  only  P1  had  autoimmune  symptoms,  the  severe NRAS or KRAS mutated  JMML 
patients  P4,  P5  and  P6  exhibited  increased  cell  counts  in  the  lymphoid  compartment 
indicating a deregulation in lymphocyte homeostasis.  
 
Furthermore,  the  in  vitro  lymphocyte  apoptosis,  a  key  checkpoint  of  immune 
homeostasis,  was  different  within  the  patients  and  correlated  with  the  clinical 
phenotypes. Indeed, as the RALD patients T‐cells display an ACAD defect, this does not 
hold  true  in  LS‐JMML  patients.  In  striking  contrast,  a  previously  not  described  AICD 
defect was  observed  in  severe  JMML  patients’  T‐cells.  The  protein  expression  pattern 
was also different within the patients and correlated with the apoptosis status. We thus 
show  that  three  different  clinical  phenotypes  are  related  to  three  different  in  vitro 
functional apoptosis profiles. 
 
Moreover, whereas  the RALD patients T‐cells  exhibit  a down  regulation of BIM 
leading  to  an  ACAD  defect  and  thus  an  abnormal  control  in  terminating  an  immune 
response,  the  two  LS‐JMML  patients  P2  and  P3  had  normal  BIM  expression  and 
accordingly  no  ACAD  defect.  However,  all  of  their  T‐cells  carried  the NRAS  mutation, 
high  levels  of  active  RAS  were  detected  and  an  increased  ERK  phosphorylation  was 
observed. These results suggest that NRAS or KRAS mutation associated with increased 
RAS and ERK activity in T‐cells as expected. However, these biochemical events are not 
correlated with an ACAD defect nor with a BIM modulation. We thus hypothesize that in 
RALD an additional event might be necessary to trigger the apoptosis defect. 
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In all the three severe JMML patients studied, an AICD defect was observed in T‐
cells,  as  a  consequence  of  either  a  defective  caspase  cleavage  or  caspase  activity.  The 
defective cleavage of initiator caspases such as caspase 8 cannot be explained by a FLIP 
over  expression  as  it  was  found  normal  in  the  patients’  T‐cells.  The  caspase  activity 
defect  is  consistent  with  a  lack  of  cIAPs  down‐regulation  after  apoptosis  stimulation. 
Nevertheless  the  abnormal  caspase  profile  did  not  impair  ACAD  nor  the  FAS‐induced 
apoptosis.  These  observations  are  indicating  that  BIM  as  well  as  FAS‐dependent 
apoptosis  are  likely  independent  from  the  caspase  activation  or  activity.  This  was 
previously demonstrated in cancer cells and in normal T‐cells (26,27). The AICD defect 
was  independent  from  the  proportion  of  NRAS  or  KRAS  mutated  T‐cells  strongly 
suggesting the existence of additional factors influencing apoptosis besides the NRAS or 
KRAS  mutation.  No  mutations  were  found  in  the  genes  encoding  for  neither  the 
abnormally  functioning  or  expressed  proteins  nor  their  regulators.  Thus,  the  events 
leading  to  these  biochemical  and  functional  profiles,  genetic,  epigenetic  or  post‐
translational  still  need  to  be  elucidated.  Given  that  the  apoptosis  defects  levels  are 
different (caspases activation  in P4 and caspases activity  in P5 and P6)  it  is  likely that 
the  corresponding  unforeseen  causes  are  also  different  for  each  patient.  But 
interestingly enough they all affect the AICD pathway. In RALD the down‐regulation of 
BIM  is  the  cause  of  the  ACAD  defect  that  leads  to  auto‐immunity  and  lympho‐
proliferation. We  propose  that  in  severe  JMML  the  AICD  defect  can  be  at  play  in  the 
aggressiveness of the disease. Indeed, AICD defects lead to an abnormal regulation of the 
immune  response  to  chronic  and  repeated  antigenic  stimulation, which might  also  be 
necessary to check malignant proliferation. Furthermore, the apoptosis defects detected 
in the severe JMML patients’ T‐cells need to be explored in the myeloid  lineage, as the 
same defects  in monocytes and / or neutrophils could also participate  to  the disease’s 
severity. 
 
It can be argued that the modifying factors responsible for either an auto‐immune 
phenotype,  a  mild  or  severe  JMML  could  be  the  differences  between  the  codons  and 
amino‐acid  changes  within  the  NRAS  or  KRAS  mutations.  But  for  each  mutation 
associated  to  a  RALD  or  a mild  JMML  phenotype,  cases  of  severe  JMML  have  already 
been  described  and  vice  versa  (5,8–11). Moreover, we  show  that  even with  less  than 
20% of NRAS or KRAS mutated T‐cells the AICD defect is still detectable. A transfer of the 
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RAS activated proteins from one cell to others is another possibility (28). However, the 
NRAS or KRAS mutation was present in all the T‐cells of the patients with LS‐JMML with 
high levels of active RAS and no AICD defect was detectable. We thus conclude that the 
modifying  factors  are  independent  from  the  NRAS  or  KRAS mutation.  Finding  these 
factors  is  crucial  as  specific  treatments  could  improve  the  prognosis  and  be  an 
alternative to HSCT for the patients. 
 
In  conclusion,  we  used  T  cells  apoptosis  profiles  to  differentiate  the  distinct 
clinical  outcomes  resulting  from  somatic  activating  NRAS  or  KRAS  mutations  in 
pluripotent HSCs. Surprisingly enough, there seems to be a role for T‐cells apoptosis in 
controlling  the myeloid  proliferation  in  a myelo‐monocytic  disease.  Additional  events 
impairing  AICD  through  caspases malfunction  could  thus  act  in  cooperation with  the 
NRAS or KRAS mutation leading to a severe disease. These results need to be confirmed 
on  a  larger  scale.  Further  understanding  of  the  modifying  factors  related  to  immune 
regulation  and  apoptosis  would  allow  the  development  of  more  efficient  treatment 
strategies in JMML.  
 
Supplementary information is available at EMBO Molecular Medicine's website. 
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Materials and methods 
 
Patients 
Six patients with  a  somatic RAS mutation were  included  in  the  study.  Patient  1 had  a 
RALD  that  eventually  turned  into  an  aggressive  JMML  at  age  20  years  and  has  been 
reported  in  details  (15).  Patients  2  to  6  had  a  JMML  fulfilling  the  JMML  consensus 
criteria  (29).  Endogenous  myeloid  progenitor  cell  growth  and  genotyping  were 
performed  as  previously  described  (29). All  patients  had  Immunoglobulin  dosage  at 
diagnosis. Endogenous myeloid progenitor cell growth was evidenced in all 6 patients. 
Patients’ clinical and biological data are available in Table 1 and Figure S1. All patients, 
or their parents or guardians were provided written informed consent, validated by the 
Ethics Committee from INSERM, in accordance with the Declaration of Helsinki. 
 
Isolation and fractionation of lymphocytes 
Peripheral  blood  mononuclear  cells  (PBMCs)  were  isolated  from  heparinized  blood 
samples  by  density  gradient  centrifugation  (Lymphoprep;  Abcys,  Paris,  France)  and 
stored frozen in DMSO until used. 
 
Activation‐induced cell death and activated cells autonomous death sensitivity 
The AICD  experiments were  conducted  on T  cells  from  the  6  patients  and  3  different 
controls.  PBMCs  were  activated  by  0,1µg/mL  of  staphylococcal  enterotoxin  E  (SEE; 
Toxin  Technology,  Madison,  WI)  in  Panserin  medium  (Dutscher,  Brumath,  France) 
completed with  5%  of  heat‐inactivated  pooled  human  serum  from  rhesus  AB  donors 
(EFS, Rungis,  France), 100 U/ml of penicillin 100mg/ml of  streptomycin and 2 mM of 
glutamine. At day 3, dead cells were removed by density gradient centrifugation. T cells 
were then maintained in 100 U/mL of human recombinant interleukin (IL)–2 until day 
21. Fresh medium was added every 48 hours. For  induction of AICD, 2.105 activated T 
cells  from day 9  to  21 were  restimulated  in  the  presence  of  100 U/mL of  IL‐2  for  18 
hours,  with  0,1  and  0,01µg/mL  of  soluble  SEE,  in  96‐well  round‐bottom  plates.  For 
induction  of  ACAD,  day  9  activated  T  cells  were  washed  thrice  in  phosphate  bufferd 
saline (PBS) and put back to culture without IL2. 
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Apoptosis detection 
Cell  death was  determined  as  the  percentage  of  hypodiploid‐nuclei  (HN)  assessed  by 
propidium  iodide  staining:  as  previously  described(30).  The  percentage  of  induced 
apoptosis  was  calculated  as  100  x[percentage  of  experimental  HN‐percentage  of 
spontaneous HN]/[100 ‐ percentage of spontaneous HN]. Calculated apoptosis was then 
compared to the control, and was considered reduced if at  least  inferior to 75% of the 
control. 
 
Flow cytometry 
Cultured T cells SEE activated at day 9 to 21 were pelleted following TCR re‐stimulation 
(4  hours), washed  twice  in  PBS,  incubated with  antibodies  :  CD4  FITC  (SK3‐SK4,  BD) 
CD8  Viogreen  (BW135/80,  Miltenyi)  TCRab  PC5  (IP26,  Biolegend)  FAS  PECy7  (DX2, 
Biolegend) for 30 minutes on ice and in obscurity, washed twice in PBS, permeabilised 
with  ebioscience  fix/perm  kit  following  manufacterer’s  instructions,  washed  in  Perm 
buffer,  incubated with  FAS‐LIGAND PE  (MFL3,  BD Pharmingen)  or  isotype  (Armenian 
Hamster  IgG1k)  for  1  hour, washed  and  resuspended  in  perm buffer. Nuclei  and  cells 
were analysed on MACS‐Quant instrument using Flowjo software. 
 
Western blot analysis 
Proteins  were  extracted  from  4  million  activated  T  cells  in  standard 
radioimmunoprecipitation  assay  buffer  supplemented with  protease  and  phosphatase 
inhibitors.  Lysates  were  resolved  with  8  to  12%  SDS‐PAGE  and  transferred  onto  a 
polyvinylidine  difluoride  membrane  (Immobilon  P;  Millipore  SAS,  Molsheim,  France). 
BIM  protein was  detected  by  using  over  night  incubation with  a  rat  anti‐human  BIM 
antibody  (clone  3C5).  Caspase‐3  (Rabbit  IgG  clone  8G10,  Cell  signaling  technology), 
caspase‐8 (Mouse monoclonal IgG2bk clone 5F7, MBL international), PARP (Rabbit IgG 
clone  46D11,  Cell  signaling  technology),  cIAP1  (Mouse  IgG1  clone  F‐4,  Santa  cruz 
biotechnology),  cIAP2  (Mouse  IgG1k  clone  F30‐2285,  BD  Pharmingen),  XIAP  (Mouse 
IgG1  clone 28/hILP/XIAP, BD Transduction Laboratories),  Phospho‐p44/42 ERK1/2  – 
Thr202/Tyr204)  (Rabbit  IgG  clone  D13.14.4E,  Cell  signaling  technology)  and 
appropriate seconday HRP‐linked antibodies were used according to the manufacturers 
instructions.  The  immunoblot  was  developed  using  the  ECL  Plus  Western  Blotting 
Detection System (GE Healthcare, Velizy, France). After stripping, the membranes were 
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probed with a rabbit anti‐human glyceraldehyde‐3‐phosphate dehydrogenase antibody 
(clone 14C10). 
 
RNA isolation and Taqman 
RNA was isolated from activated T cells following TCR re stimulation challenge by using 
the RNeasy mini kit by Qiagen and following manufacturer’s instructions. Taqman Low 
Density  Array  was  then  performed  using  microfluidic  apoptosis  cards  from  Life 
biotechnologies, ran on an Applied Biosystem 7900HT Fast Real‐Time PCR system and 
analysed with SDS software. 
 
DNA isolation and sequencing 
DNA  was  isolated  from  PBMCs  and  activated  T  cells  by  using  standard  methods 
(proteinase K digestion and phenol‐chloroform extraction). The RAS gene’s exon 2 was 
amplified and sequenced according to standard methods. 
 
TOPO TA Cloning 
Subcloning and transforming was performed on TOP10 chemically competent bacteria 
provided  with  the  TOPO  TA  cloning  kit  from  Invitrogen  and  used  according 
manufacturer’s instructions. 
 
Active RAS pull down and detection assay 
Was performed on SEE activated T cells following Perbio Sciences’ instructions.  
 
Statistical analysis 
The unpaired Student t test was performed using Prism software (GraphPad Software, 
San Diego, CA).  
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The paper explained 
 
PROBLEM: 
In  spite  of  our  current  knowledge  of  the  causative  aberrant  signaling  pathway  in 
juvenile  myelo‐monocytic  leukemias,  the  RAS/MAPK  pathway,  we  cannot  explain  the 
broad clinical spectrum in the case of hematopoietic stem cells NRAS or KRAS mutations. 
In  these  cases,  the myelo‐monocytic  disease  can be mild  or  severe,  or  associated  to  a 
lymphoid disease due to the presence of the mutation in T‐cells. A better understanding 
of  leukemogenesis  according  to  the  genetics  and  clonal  architecture  of  JMML  is  thus 
necessary. As in the cases with lymphoid disease the T‐cells apoptosis is abnormal and 
RAS‐mutated  T‐cells  have  been  described  in  JMML,  further  study  of  such  pathway  is 
relevant. 
 
RESULTS: 
We  performed  in  vitro  functional  apoptosis  assays  on  activated  lymphocytes  from 
patients with three different outcomes of HSC NRAS and KRAS mutations. We identified 
three distinct apoptotic profiles. NRAS or KRAS mutations leading to a lymphoid disease 
are  associated  to  a  defect  of  termination  of  the  immune  response.  NRAS  or  KRAS 
mutations  leading  to  a  severe  leukemia  are  associated  to  a  defect  of  control  of  the 
immune  response  to  repeated  and  chronic  antigen  stimulations.  NRAS  or  KRAS 
mutations  leading  to  a  long  survivor  form  of  leukemia  do  not  modify  the  apoptotic 
control of the immune response. 
 
IMPACT: 
We  propose  that  there  are modifying  factors  that  influence  T‐cells  apoptosis  and  are 
responsible  for  the  severity  of  the  JMML. The underlying mechanism  to  the  apoptosis 
defects can be a specific target for new treatments and an alternative to hematopoietic 
stem cell transplantation. 
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Figure 1: ACAD defect due to BIM down‐regulation is specific to RALD 
A: The ACAD of  the 5 patients was  tested  in at  least 3  independent experiments  in duplicates and compared to P1. 
Values are compared to the controls for each experiment  
B: BIM expression was assessed in the 6 patients’ SEE activated T cells by western blot. 
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Figure 2: AICD defect due to caspase malfunction is specific to severe JMML 
A: The AICD of the 6 patients was tested in at least 3 independent experiments in duplicates. Values are compared to 
the controls for each experiment  
B: The caspases expression and cleavage was assessed by western blot for 4 patients in AICD triggered SEE activated 
T‐cells.  
C: The cleaved caspase 3 efficiency was tested by assessing PARP cleavage by western blot in AICD triggered cultured 
SEE activated T‐cells. 
D: The expression of the IAPs was assessed by western blot for all patients in AICD triggered cultured SEE activated T 
cells. 
E: The messenger RNA profiling of P4 and P5’s activated T cells after TCR re stimulation (AICD challenge) was 
performed with taqman microfluidic cards and compared to two matched controls. Red square : RQ between 0,5 and 
2, violet square : RQ between 0,2 and 5, axes intersect at 1, black lines at RQ = 10. 
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Figure  3:  Apoptosis  status  of  JMML  patients  is  independent  from  RAS  mutation,  activation  and  ERK 
phosphorylation 
A: The presence of the somatic RAS mutation was controlled by direct sequencing in PBMCs and cultured activated T 
cells for each patient. 
B: The amount of active RAS in cultured activated T‐cells was assessed using RAS pull down and detection assay. 
C: The phosphorylation of ERK in cultured activated T‐cells was assessed by western blot. 
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Figure S1:Details of the lymphoid compartment at diagnosis for the 6 patients. 
The  absolute  lymphocyte  counts  at  diagnosis  and  immunoglobulin  levels  are  represented  for  each  patient,  with 
normal higher and lower values as continuous lines. Ig: Immunoglobulins 
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Figure S2: BIM expression on activated T‐cells by Flow cytometry 
The cultured SEE activated T cells from the patients were stained after permeabilisation with BIM‐PE antibody, values 
are normalised with isotype control. 
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Figure S3: AICD defect is not linked to decreased extrinsic apoptosis pathway 
A: The FAS‐induced apoptosis of the 6 patients’ SEE activated cultured T‐cells was tested using agonist Apo1.3 
100ng/ml antibody in at least 3 independent experiments in duplicates. Values are compared to the controls for each 
experiment. 
B: Expression of intracellular Fas‐ligand was assessed by flow cytometry and compared to controls in AICD triggered 
cultured SEE activated cultured T‐cells. 
 
Figure S3 
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C. Résultats supplémentaires 
1. Concernant le RALD, P1 
a) Le défaut d’ACAD et  la diminution de BIM sont  indépendants 
de la mutation de KRAS 
 
Nous avons décrit le phénotype clinique et lymphocytaire du patient P1 atteint de 
RALD  dans  le  premier  article.  La  conclusion  de  cette  description  nous  menait  à 
l’hypothèse  que  la  mutation  de  RAS  à  elle  seule  ne  pouvait  expliquer  l’évolution  du 
patient.  De  plus,  dans  l’article  2  nous  avons  rapporté  que  la  diminution  de  BIM  était 
absente de cellules pourtant mutées. Ainsi, nous avons fait l’hypothèse que la diminution 
de  BIM  était  liée  à  un  autre  facteur.  Nous  avons  alors  poursuivi  notre  étude  sur  les 
fibroblastes issus d’une biopsie cutanée de P1, qui n’étaient pas porteurs de la mutation 
de KRAS c.37G>T. Comme le montre la figure 22, de façon surprenante,  l’expression de 
BIM est  réduite pour P1 en  comparaison aux  fibroblastes  contrôles.  Il  a  été démontré 
que  l’induction  d’un  stress  du  réticulum  endoplasmique  par  la  thapsigargine  entraîne 
une  déphosphorylation  de  BIM  par  l’intermédiaire  de  l’activation  de  la  phosphatase 
PP2A. Cette déphosphorylation inhibe la dégradation de BIM par le protéasome et induit 
une  augmentation  de  son  expression285.  L’expérience  décrite  ci  dessous  révèle  que 
contrairement  aux  fibroblastes  contrôles,  les  fibroblastes  de  P1  n’ont  pas 
d’augmentation de  l’expression de BIM suite à  l’exposition à  la  thapsigargine. De plus, 
nous montrons également que  les  fibroblastes de P1 ont une phosphorylation de ERK 
excessive  par  rapport  aux  contrôles,  qui  semble  répondre  de  façon  minime  à  la 
déphosphorylation induite par la thapsigargine.  
 
Ainsi, nous observons  le même profil biochimique pour  les  lymphocytes activés 
porteurs de la mutation de KRAS et pour les fibroblastes primaires non porteurs de cette 
mutation.  Cette  observation  démontre  que  la mutation  de KRAS  n’explique  pas  à  elle 
seule la diminution de BIM et la phosphorylation excessive de ERK. Il y a donc un autre 
événement présent au niveau des fibroblastes et des lymphocytes, probablement dans la 
lignée germinale, qui est responsable de ces anomalies. 
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Figure  22 :  Comparaison  des  phénotypes  biochimiques  des  fibroblastes  et  lymphocytes  T  activés  de  P1. Le 
séquençage direct montre que la mutation hétérozygote c.37G>T est absente des fibroblastes. Le western blott a été 
réalisé  sur  des  fibroblastes  ayant  ou  non  été  exposés  pendant  24heures  à  1μM  de  thapsigargine  (Th)  et  sur  des 
lymphocytes T activés à la SEE et cultivés pendant 9 jours. Un RAS pull down a été réalisé sur ces mêmes lymphocytes. 
Ctrl : Contrôle. 
 
Afin de poursuivre dans cette direction et de trouver l’événement responsable de 
la phosphorylation anormale de ERK et de la diminution de BIM dans les fibroblastes de 
P1, nous avons poursuivi les explorations biochimiques et étudié l’expression des autres 
protéines  en  amont  de  la  voie  des  MAPK.  La  figure  23  montre  le  début  de  ces 
explorations  et  révèle  qu’il  y  a  en  plus  de  la  phosphorylation  anormale  de  ERK  une 
phosphorylation augmentée de PKCθ pour P1.  
 
Ce premier résultat nous encourage à poursuivre les explorations dans cette voie, 
en cherchant par exemple des mutations sur les gènes codant pour les protéines jouant 
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un rôle dans cette signalisation, c’est pourquoi nous avons étudié l’exome (séquençage 
de  l’ensemble  des  exons  codants)  de  ce  patient.  Pour  l’analyse  des  résultats,  notre 
hypothèse principale était donc celle d’une mutation sur la voie des MAPK. 
 
 
Figure 23 : Western blott sur fibroblastes contrôles et de P1. Ctrl : contrôle, Th : thapsigargine. 
 
b) Identification de mutations germinales sur la voie RAS/MAPK  
 
Lors de l’analyse du séquençage d’exome de P1, le meilleur gène candidat retenu 
est SRC, un proto‐oncogène de la famille des non‐récepteurs tyrosine kinases Src, dont 
font partie également FYN et LCK. Son activation fait suite à la stimulation de récepteurs 
de  facteurs de croissances, d’intégrines, mais également à  la stimulation du TCR286. La 
surexpression  ou  l’hyperactivation  de  SRC  favorisent  le  développement  de  cancers287. 
En  effet,  l’activation  de  nombreuses  voies  peut  découler  de  celle  de  SRC,  dont  la  voie 
RAS‐MEK‐ERK et la voie PI3K‐AKT.  
 
Le  domaine  kinase  de  SRC  contient  un  site  d’autophosphorylation  (Tyr419) 
nécessaire  à  l’activation  complète  de  la  protéine.  Les  domaines  SH2  et  SH3  sont 
impliqués  dans  la  régulation  négative  de  SRC.  Lorsque  la  tyrosine  terminale  530  est 
phosphorylée,  la  protéine  adopte  une  conformation  fermée  et  est  inactive.  Ainsi,  la 
régulation de  l’activité de  SRC dépend du  statut de phosphorylation de  ses  sites  clefs, 
ainsi que de son ubiquitination (figure 25). 
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Figure 24 : Représentation schématique de la structure de la protéine SRC et de ses domaines, d’après Frame 
et Al.288 
 
 
 
Figure 25 : Représentation schématique de la régulatin de SRC, d’après Yeatman.289 
 
  La mutation trouvée par le séquençage d’exome se situe sur le domaine kinase de 
SRC.  Il  s’agit  de  la mutation  non  décrite  c.974T>G,  p.L325R,  à  l’état  hétérozygote.  Les 
algorithmes de prédiction des conséquences pathogènes ou non de mutations Polyphen 
et Sift lui attribuent les scores maximaux. La mutation est trouvée sur les fibroblastes et 
les lymphocytes T du patient (Figure 26). 
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Figure 26 : Séquençage de SRC centré sur la mutation c.974T>G pour P1. 
 
  Une activation anormale de SRC découlant de cette mutation est notre hypothèse 
principale  à  l’heure  actuelle.  Les  données  de  la  littérature  nous  encouragent  à 
poursuivre ces explorations étant donné que pour que l’activité oncogénique de SRC soit 
maximale,  la  coopération d’une hyperactivation de RAS  semble nécessaire290.  De plus, 
une  diminution  de  BIM  en  rapport  avec  une  hyperactivation  de  SRC  entraînant  une 
phosphorylation de ERK a été rapportée et ce à plusieurs reprises291–294.  
 
  En  plus  de  la  poursuite  du  projet  autour  de  SRC  nous  avons  retenu  13  autres 
gènes candidats lors de l’analyse du séquençage de l’exome de P1 dont le TGFΒR2 sur la 
même voie de signalisation et dont  la mutation pourrait entraîner un gain de fonction. 
Le  tableau  7  récapitule  les  variations  retrouvées  à  l’exome  ayant  un  score  élevé  de 
probabilité  d’impact  sur  la  fonction  de  la  protéine  concernée ;  et  pour  lesquelles 
l’analyse de la littérature rapporte une implication possible dans l’apoptose, les cancers, 
la voie des MAPK. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
P1#SRC#Fibroblasts#P1#SRC#T#cells#
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Nom complet  AA  cDNA  Polyp.  Sift  Arguments en faveur 
Ankyrin repeat and 
MYND domain 
containing 1  
T328M  c.983C>T  0,996  ‐  Pas de données mais pour d’autres 
gènes avec une mutation dans le 
domaine ankyrin repeat une 
hyperactivation de la voie MAPK 
295
 
est rapportée 
Rho GTPase activating 
protein 33  
R823W  c.2467C>
T 
0,978  0,03  Possible substrat de Fyn 
296
 
CUB and Sushi multiple 
domains 3  
P1081T  c.3241C>
A 
0,958  ‐  Trouvé muté dans des cancers et 
autres syndromes 
297
    
Dipeptidyl‐peptidase 9   R281C  c.841C>T  0,975  ‐  Impliqué dans l'activation et 
l'apoptose des lymphocytes 
298
  Aussi 
impliqué dans les leucémies 
299
  
Diphosphoinositol 
pentakisphosphate 
kinase 1 
Q1395Stop  c.4183C>
T 
‐  ‐  Kinase intervenant dans beaucoup 
de voies de signalisation (incluant 
l'apoptose) 
300
 
Reversion‐inducing‐
cysteine‐rich protein 
with kazal motifs  
R509Q  c.1526G>
A 
0,998  ‐  Expression changée dans différents 
cancers 
301
 
RPGRIP1‐like   R967C  c.2899C>
T 
0,938  ‐  Impliqué dans les centrosomes et les 
cils. Possible suppresseur de tumeur 
302
 
Solute carrier family 22, 
member 18  
L235P  c.704T>C  0,978  ‐  Gène référencé comme suppresseur 
de tumeur 
303
 
Solute carrier organic 
anion transporter 
family, member 6A1  
C549Y  c.1646G>
A 
1  ‐  Transporteur d'anions gonade‐
spécifique. Egalement un antigène 
tumoral 
304
 
Thromboxane A 
synthase 1 (platelet)  
S124G  c.370A>
G 
0,986  0,02  Monooxygénase impliquée dans 
l'aggrégation des plaquelettes. 
Expression dans certains cancers. 
Transforming growth 
factor, beta receptor II 
(70/80kDa)  
S578T  c.1732T>
A 
0,969  ‐  Récepteur de facteur de croissance 
impliqué dans la prolifération 
cellulaire et dans le développement 
des tumeurs 
305
 
Zinc finger protein, FOG 
family member 2  
H798D  c.2392C>
G 
0,973  0,04  Régule les gènes GATA. Aussi 
impliqué dans les tumeurs de la 
lignée germinale 
306
 
Zinc finger protein 277   D95V  c.284A>T  0,968  0,01  Régulateur du développement et de 
la différentiation. Peu de données 
Tableau 7 : Gènes candidats et leurs mutationns retenus en seconde intention après analyse de l’exome de P1. 
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2. Concernant les S‐JMML, P4, P5, P6 
a) Le défaut d’activation ou de l’activité des caspases n’influence 
pas l’ACAD 
 
Nous  avons  décrit  dans  le  deuxième  article  trois  patients  atteints  de  formes 
sévères  de  JMML  et  dont  les  lymphocytes  T  activés  montraient  un  défaut  d’AICD.  Ce 
défaut d’AICD était  indépendant de la mutation de RAS et secondaire à des défauts des 
caspases, en  lien avec une expression anormale des  IAPs. Cependant, malgré ce défaut 
des  caspases,  l’ACAD  était  normale.  Nous  avons  donc  testé  l’hypothèse  selon  laquelle 
cette dernière était indépendante des caspases. 
 
Pour  tester  cette  hypothèse,  nous  avons  employé  un  inhibiteur  des  caspases 
irréversible à large spectre, le ZVAD. La figure 27 illustre son efficacité sur un contrôle 
lorsque la voie FAS est déclenchée par un anticorps agoniste (Apo1.3). Elle montre aussi 
que  lors  de  l’ACAD,  l’ajout  de  ZVAD  n’inhibe  pas  la  mort  cellulaire.  Ainsi,  pour  ce 
contrôle  et  dans  nos  conditions  expérimentales,  l’ACAD  peut  être  indépendante  des 
caspases. 
 
 
Figure 27 : Apoptose induite par FAS et ACAD avec ou sans ZVAD chez un contrôle. 
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Dans l’expérience suivante, l’ACAD a été testée pour les patients P3, P5 et P6, en 
présence  ou  en  absence  de  ZVAD  (figure  28).  Celle‐ci  reste  inchangée.  Ainsi,  si  nous 
n’observons  pas  de  défaut  d’ACAD  chez  ces  patients  qui  ont  un  défaut  d’activité  des 
caspases,  c’est  probablement  parce  que  celle‐ci  peut  être  indépendante  des  caspases. 
Une  ACAD  indépendante  des  caspases  et  initiée  par  BIM  a  déjà  été mise  en  évidence 
dans des modèles de cancers du sein et du colon307,308 (et du poumon mais via BAK309). 
 
 
Figure 28 : ACAD sans ou en présence de ZVAD 
 
b) Facteurs s’ajoutant à RAS 
 
Afin  d’identifier  les  facteurs  additionnels  aux  mutations  de  RAS  induisant  le 
phénotype  sévère  et  les  défauts  de  la  voie  de  l’AICD  observés  chez  les  trois  patients 
atteints  de  S‐JMML,  nous  avons  étudié  plusieurs  pistes,  en  partant  toujours  des 
lymphocytes  T  activés  sur  lesquels  les  expériences  d’apoptose  avaient  été  réalisées.  
Nous  avons  ainsi  étudié  la  transcription  des  gènes  de  l’apoptose  (Cf  Article  2),  la 
méthylation  du  génome,  l’expression  des  micro‐ARNs  et  recherché  des  mutations 
additionnelles. 
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(1) Pas d’anomalies majeures de la méthylation 
 
La méthode  LUMA,  pour  Luminometric methylation  assay  a  été  utilisée  afin  de 
rechercher des différences globales de méthylation de l’ADN entre les patients S‐JMML, 
LS‐JMML et RALD. Cette méthode est basée sur  l’évaluation de  la méthylation des  îlots 
CpG dans  les  séquences  CCGG.  L’ADN  est  digéré  dans  deux  réactions  séparées  par  les 
enzymes de restriction HpaII et MspI. HpaII est sensible à la méthylation alors que MspI 
ne l’est pas. Les deux enzymes laissent une extrémité 5’‐CG après coupure. Un ratio est 
ensuite  calculé :  HpaII/MspI ;  plus  l’ADN  est  globalement  dé‐méthylé,  plus  ce  ratio 
s’approche  de  1,  moins  il  l’est,  plus  ce  ratio  s’approche  de  0.  Afin  de  normaliser  les 
digestions  enzymatiques,  EcoRI,  qui  laisse  des  extrémités  5’‐AATT  après  coupure,  est 
incluse  dans  les  deux  réactions  de  digestion.  Après  digestion,  l’ajout  séquentiel  de 
nucléotides  (ATP,  puis  GTP+CTP,  puis  TTP,  puis  GTP+CTP)  qui  vont  s’apparier  à 
l’extrémité simple brin coupée permet de déterminer  la quantité d’extrémités 5’‐CG et 
5’‐AATT  laissées.  En  effet,  l’appariement  des  nucléotides  entraîne  la  conversion  de 
pyrophosphate  inorganique  en  ATP  par  l’ATP‐sulfurylase  et  l’adénosine‐5’‐
phosphosulfate.  L’ATP  formé  est  alors  utilisé  par  la  luciférase  pour  convertir  la 
luciférine  en  oxyluciférine  ce  qui  entraîne  une  production  proportionnelle  de  lumière 
qui est détectée par une caméra310. 
 
L’utilisation  de  la  méthode  LUMA  a  permis  de  révéler  qu’il  n’y  a  pas  de 
différences  significatives  de  la  méthylation  globale  des  îlots  CpG  entre  sujets  sains, 
patients atteints de RALD, LS‐JMML et S‐JMML (Tableau 8). Les détails de  l’expérience 
sont fournis en annexe. 
 
  Hpa/Msp  % méthylation  
  (Hpa/Eco)/(Msp/Eco)   
Contrôle  0,25  75,32 
P1  0,25  75,39 
P2  0,27  73,17 
P4  0,29  71,17 
P5  0,22  77,95 
P6  0,27  73,39 
Tableau 8 : Résultats de l'étude de la méthylation en LUMA 
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(2) Profil d’expression des MicroARN 
 
Nous  nous  sommes  intéressés  en  parallèle  à  l’expression des micro‐ARNs dans 
les lymphocytes activés des patients étudiés. Les micro‐ARNs sont de courtes séquences 
d’ARN simple brin non codant dont  l’appariement avec une  séquence complémentaire 
d’un ARN messager  peut  conduire  à  la  régulation  négative  de  ce  dernier.  Nous  avons 
utilisé  des  cartes  micro‐fluidiques  commerciales  permettant  le  séquençage  de 
l’ensemble des micro‐ARN répertoriés par PCR quantitative. Afin de mettre en évidence 
des  variations  associées  au  défaut  d’AICD,  nous  avons  comparé  les  profils  de  deux 
patients LS‐JMML (AICD normale) et deux patients S‐JMML (AICD déficiente).  
 
Nous  avons  ainsi  retenu  les  micro‐ARNs  pour  lesquels  des  variations  (une 
expression différentielle d’un facteur au moins égal à 2) sont présentes chez les patients 
S‐JMML mais pas chez  les deux LS‐JMML. Le tableau 9 fait  figurer  les différences entre 
les deux groupes de patients.  
 
(a) Variations communes à P4 et P5 
 
Les  variations  communes  aux  deux  patients  S‐JMML  sont  celles  du micro‐ARN 
345 dont l’expression est modérément augmentée (entre 2 et 5 fois par rapport aux LS‐
JMML) et du micro‐ARN 656 dont l’expression est fortement diminuée (plus d’un log de 
différence).  
 
Ces résultats très préliminaires concordent avec les données de la littérature, qui 
cependant  ne  sont  pas  abondantes  étant  donné  que  ce  champ  de  recherche  est  très 
récent.  Cependant,  il  a  déjà  été  publié  que  le micro‐ARN  345  serait  impliqué  dans  la 
réponse  immunitaire311  et  son expression augmentée dans  les  cancers prostatiques et 
coliques à haut risque312,313. Une cible bien identifiée de ce micro‐ARN est BAG3314, une 
chaperonne  au  rôle  anti‐apoptotique315.  Par  ailleurs,  le  micro‐ARN  656,  lui,  serait 
diminué  dans  les  cancers316,  l’une  de  ses  cibles  étant  un  membre  de  la  famille  du 
TGFβ317. 
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(b) Expressions augmentées 
 
Concernant  P5,  le  seul  autre micro‐ARN  dont  l’expression  est  augmentée,  bien 
que modérément, entre 2 et 5 fois par rapport aux LS‐JMML, est le micro‐ARN 31. Cette 
variation  nous  semble  cependant  intéressante,  car  ce  micro‐ARN  peut  avoir  un  rôle 
oncogénique  par l’activation de la voie RAS dans les cancers318. 
 
Les micro‐ARN 494 et 126 sont augmentés chez P4 avec une expression relative 
supérieure à 5 fois celle des LS‐JMML. Or, le micro‐ARN 494 a été identifié comme ayant 
pour cibles des gènes pro et anti apoptotiques319. Il aurait un effet protecteur vis à vis de 
l’apoptose dans certains modèles via l’activation de AKT320 et serait augmenté dans les 
rétinoblastomes321. Quand au micro‐ARN 126, son expression serait augmentée dans les 
leucémies  aiguës  myéloïdes,  et  son  atténuation  éliminerait  les  clones  progéniteurs 
leucémiques322. En effet, ce micro‐ARN régulerait la signalisation d’AKT323.  
 
(c) Expressions diminuées 
 
Que ce soit pour P4 ou pour P5,  il y a plus de micro‐ARNs dont  l’expression est 
diminuée par rapport aux LS‐JMML que de micro‐ARNs dont l’expression est augmentée. 
Si  l’on  considère  les  diminutions  d’expression  supérieures  à  5  fois  la  valeur  observée 
chez les LS‐JMML, pour P5 il ne reste que le micro‐ARN 656 (évoqué précédemment).  
 
Pour  P4,  plus  de  10  micro‐ARN  sont  concernés.  Si  l’on  considère  ceux  dont 
l’expression change d’un facteur au moins égal à 10, on retrouve le micro‐ARN 581 dont 
l’expression  est  quasi  éteinte.  Celui‐ci  serait  diminué  dans  les  carcinomes 
hépatocellulaires324  mais  nous  ne  disposons  pas  de  données  supplémentaires  sur  ses 
cibles.  Une  diminution  de  l’expression  du  micro‐ARN  93  semblable  à  celle  retrouvée 
chez  P4  a  été  rapportée  comme  associée  à  un  mauvais  pronostic  dans  les  cancers 
coliques325.  Ce  micro‐ARN  serait  un  régulateur  de  la  phosphorylation  d’AKT326.  Une 
diminution  du  micro‐ARN  30a‐5p  a  également  été  rapportée  dans  les  cancers,  en 
association avec une absence de régulation négative de PIK3CD, faisant de ce micro‐ARN 
un suppresseur de tumeurs327. 
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Tableau 9 : Profils d’expression des microARN des patients atteints de JMML 
 
RQ#P2# RQ#P3# RQ#P4# RQ#P5#
hsa,miR,656# 1# 0,522# 0,000# 0,090#
hsa,miR,627# 1# 1,768# 1,410# 0,210#
hsa,miR,302c# 1# 0,507# 0,711# 0,231#
hsa,miR,494# 1# 1,306# 6,022# 0,291#
hsa,let,7a# 1# 1,721# 0,358# 0,305#
hsa,miR,652# 1# 1,059# 0,093# 0,338#
hsa,miR,581# 1# 0,694# 0,000# 0,365#
hsa,miR,98# 1# 1,950# 0,963# 0,394#
RNU44# 1# 1,166# 0,467# 0,420#
hsa,miR,200c# 1# 0,619# 0,377# 0,423#
hsa,miR,886,3p# 1# 1,100# 1,533# 0,432#
hsa,miR,125a,5p# 1# 0,800# 0,289# 0,439#
hsa,miR,214# 1# 0,965# 0,748# 0,444#
hsa,miR,628,5p# 1# 0,647# 2,478# 0,499#
hsa,miR,363# 1# 1,251# 0,457# 0,535#
hsa,miR,324,3p# 1# 1,866# 0,633# 0,542#
hsa,miR,320# 1# 1,746# 0,742# 0,584#
hsa,let,7b# 1# 1,774# 0,116# 0,601#
hsa,miR,19a# 1# 1,832# 0,239# 0,679#
hsa,miR,483,5p# 1# 0,799# 1,080# 0,695#
hsa,miR,422a# 1# 1,283# 0,652# 0,746#
hsa,let,7d# 1# 1,047# 0,509# 0,807#
hsa,miR,17# 1# 1,116# 0,381# 0,853#
hsa,miR,103# 1# 1,944# 0,677# 0,856#
hsa,miR,126# 1# 0,900# 5,783# 0,893#
hsa,miR,130b# 1# 1,488# 0,197# 0,921#
hsa,miR,24# 1# 1,055# 0,193# 0,934#
hsa,miR,223## 1# 0,736# 1,739# 0,986#
hsa,miR,331# 1# 1,715# 0,782# 1,008#
hsa,miR,92a# 1# 1,653# 0,854# 1,020#
hsa,miR,30e,3p# 1# 1,552# 0,112# 1,022#
hsa,let,7g# 1# 1,871# 0,215# 1,056#
hsa,miR,93## 1# 1,082# 0,017# 1,058#
hsa,miR,598# 1# 1,003# 0,187# 1,077#
hsa,miR,425,5p# 1# 0,886# 0,608# 1,081#
hsa,miR,30a,5p# 1# 1,390# 0,066# 1,088#
hsa,miR,766# 1# 0,983# 0,245# 1,091#
hsa,miR,20b# 1# 1,566# 0,390# 1,112#
hsa,miR,21# 1# 1,621# 0,474# 1,151#
hsa,miR,29a# 1# 0,762# 0,182# 1,160#
hsa,miR,25# 1# 1,848# 1,178# 1,227#
hsa,miR,629# 1# 1,119# 0,777# 1,229#
hsa,miR,146a# 1# 1,963# 0,935# 1,230#
hsa,miR,29c# 1# 1,946# 0,542# 1,258#
hsa,miR,213# 1# 0,504# 0,522# 1,264#
hsa,miR,505## 1# 0,764# 0,605# 1,305#
hsa,miR,339,3p# 1# 1,586# 0,249# 1,308#
hsa,miR,590,3P# 1# 1,186# 0,349# 1,326#
hsa,miR,106a# 1# 1,730# 0,745# 1,337#
hsa,miR,301b# 1# 0,906# 0,110# 1,365#
hsa,miR,484# 1# 1,836# 1,078# 1,415#
hsa,miR,15b# 1# 1,635# 0,183# 1,473#
hsa,miR,221# 1# 1,883# 1,894# 1,507#
RNU48# 1# 1,350# 0,565# 1,568#
hsa,miR,31# 1# 1,119# 1,747# 3,145#
hsa,miR,345# 1# 1,769# 3,600# 4,323#
RQ#P2# RQ#P3# RQ#P4# RQ#P5#
hsa,miR,581# 1# 0,694# 0,000# 0,365#
hsa,miR,656# 1# 0,522# 0,000# 0,090#
hsa,miR,93## 1# 1,082# 0,017# 1,058#
hsa,miR,30a,5p# 1# 1,390# 0,066# 1,088#
hsa,miR,652# 1# 1,059# 0,093# 0,338#
hsa,miR,301b# 1# 0,906# 0,110# 1,365#
hsa,miR,30e,3p# 1# 1,552# 0,112# 1,022#
hsa,let,7b# 1# 1,774# 0,116# 0,601#
hsa,miR,29a# 1# 0,762# 0,182# 1,160#
hsa,miR,15b# 1# 1,635# 0,183# 1,473#
hsa,miR,598# 1# 1,003# 0,187# 1,077#
hsa,miR,24# 1# 1,055# 0,193# 0,934#
hsa,miR,130b# 1# 1,488# 0,197# 0,921#
hsa,let,7g# 1# 1,871# 0,215# 1,056#
hsa,miR,19a# 1# 1,832# 0,239# 0,679#
hsa,miR,766# 1# 0,983# 0,245# 1,091#
hsa,miR,339,3p# 1# 1,586# 0,249# 1,308#
hsa,miR,125a,5p# 1# 0,800# 0,289# 0,439#
hsa,miR,590,3P# 1# 1,186# 0,349# 1,326#
hsa,let,7a# 1# 1,721# 0,358# 0,305#
hsa,miR,200c# 1# 0,619# 0,377# 0,423#
hsa,miR,17# 1# 1,116# 0,381# 0,853#
hsa,miR,20b# 1# 1,566# 0,390# 1,112#
hsa,miR,363# 1# 1,251# 0,457# 0,535#
RNU44# 1# 1,166# 0,467# 0,420#
hsa,miR,21# 1# 1,621# 0,474# 1,151#
hsa,let,7d# 1# 1,047# 0,509# 0,807#
hsa,miR,213# 1# 0,504# 0,522# 1,264#
hsa,miR,29c# 1# 1,946# 0,542# 1,258#
RNU48# 1# 1,350# 0,565# 1,568#
hsa,miR,505## 1# 0,764# 0,605# 1,305#
hsa,miR,425,5p# 1# 0,886# 0,608# 1,081#
hsa,miR,324,3p# 1# 1,866# 0,633# 0,542#
hsa,miR,422a# 1# 1,283# 0,652# 0,746#
hsa,miR,103# 1# 1,944# 0,677# 0,856#
hsa,miR,302c# 1# 0,507# 0,711# 0,231#
hsa,miR,320# 1# 1,746# 0,742# 0,584#
hsa,miR,106a# 1# 1,730# 0,745# 1,337#
hsa,miR,214# 1# 0,965# 0,748# 0,444#
hsa,miR,629# 1# 1,119# 0,777# 1,229#
hsa,miR,331# 1# 1,715# 0,782# 1,008#
hsa,miR,92a# 1# 1,653# 0,854# 1,020#
hsa,miR,146a# 1# 1,963# 0,935# 1,230#
hsa,miR,98# 1# 1,950# 0,963# 0,394#
hsa,miR,484# 1# 1,836# 1,078# 1,415#
hsa,miR,483,5p# 1# 0,799# 1,080# 0,695#
hsa,miR,25# 1# 1,848# 1,178# 1,227#
hsa,miR,627# 1# 1,768# 1,410# 0,210#
hsa,miR,886,3p# 1# 1,100# 1,533# 0,432#
hsa,miR,223## 1# 0,736# 1,739# 0,986#
hsa,miR,31# 1# 1,119# 1,747# 3,145#
hsa,miR,221# 1# 1,883# 1,894# 1,507#
hsa,miR,628,5p# 1# 0,647# 2,478# 0,499#
hsa,miR,345# 1# 1,769# 3,600# 4,323#
hsa,miR,126# 1# 0,900# 5,783# 0,893#
hsa,miR,494# 1# 1,306# 6,022# 0,291#
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(3) Séquençage de l’exome 
 
Toujours à la recherche des facteurs responsables de la gravité de la JMML et du 
profil fonctionnel et biochimique observé, nous avons réalisé une analyse de l’exome des 
lymphocytes T activés. Les résultats de l’analyse à savoir les variants pertinents, c’est à 
dire  dont  la  conséquence  pourrait  avoir  une  influence  sur  l’apoptose  et  expliquer  un 
défaut d’AICD, sont présentés ci‐dessous. 
 
(a) P4  
(i) SIVA1 
 
Lors  de  l’analyse  du  séquençage  d’exome  des  lymphocytes  T  activés  de  P4,  la 
recherche de mutations de gènes en  lien avec  l’apoptose a retrouvé deux candidats,  le 
meilleur  étant  SIVA1.  La  protéine  SIVA1  est  exprimée  dans  les  lymphocytes  B  et  T 
activés  et  les  thymocytes.  Elle  interagit  avec  BCL‐XL  par  son  domaine  amphipathique 
hélicoïdal situé dans sa partie N‐terminale. Les complexes ainsi  formés entraînent une 
diminution de  l’expression de BCL‐XL,  favorisant ainsi  l’apoptose mitochondriale328,329. 
La protéine SIVA a de plus une fonction inhibitrice de NF‐kB par l’intermédiaire de son 
interaction  avec  TRAF2  lors  de  la  stimulation  du  TCR,  participant  ainsi  à  la 
sensibilisation des lymphocytes T à l’AICD330. L’expression de SIVA1 est régulée par les 
facteurs de transcription P53 et E2F1 qui se lient au niveau de son promoteur pour en 
induire la transcription331. 
 
   
Figure 29 : Représentation schématique de l’implication de SIVA1 dans l’AICD. 
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  La  mutation  retrouvée  au  cours  de  l’étude  par  l’exome  est  une  mutation 
hétérozygote silencieuse c.471C>T, p.D157D, mais se situe au niveau du 1er nucléotide 
de l’exon 4 codant pour la région Zinc Finger (Figure 30), pouvant être à l’origine d’une 
suppression de sites d’épissage (Figure 31). 
 
 
Figure 30 : Représentation schématique du gène et de la protéine SIVA1 
 
 
 
Figure 31 : Suppression des sites d’épissage de SIVA1 par la mutation c.417C>T. 
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Etant  donné  que  les  données  de  la  littérature  sus‐citées  concordaient  avec  nos 
expérimentations, bien  que  la  mutation  soit  silencieuse,  nous  avons  poursuivi  nos 
investigations. En effet, il y avait pour P4 un défaut d’AICD malgré une apoptose induite 
par  FAS normale  de  façon  tout  à  fait  similaire  à  ce  qui  avait  été  décrit  sur  des  Jurkat 
SIVA1 knock out, et BCL‐XL semblait manquer d’une régulation négative (Figure 32),  
 
 
Figure 32 : BCL‐XL est surexprimé chez P4. 
 
Notre  première  hypothèse  a  été  celle  d’un  défaut  complet  de  transcritpion. 
Cependant, une PCR sur le cDNA des lymphocytes T activés (Figure 33) a montré que le 
transcrit  de  SIVA1  était  bien  exprimé  dans  les  lymphocytes  T  présentant  le  défaut 
d’AICD.  Notre  deuxième  hypothèse  a  donc  été  celle  d’une  diminution  relative  de 
l’expression  de  ce  transcrit  dans  ces  cellules,  ce  qui  semblait  possible  au  vu  de  la 
diminution du pic de la mutation sur le cDNA par rapport à l’ADN (Figure 34). 
 
 
 
Figure 33 : Le transcrit SIVA1 est exprimé dans les lymphocytes T activés de P4 
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  Cependant nous n’avons pas mis en évidence de diminution du transcrit de SIVA1 
pour P4 par qPCR (Figure 35) et avons donc éliminé ce gène de notre liste de candidats.  
 
 
Figure 34 : Séquençage de SIVA1 sur l’ADN de lymphocytes T4 
 
 
Figure 35 : PCR quantitative sur SIVA1 pour P4 et ses contrôles 
 
(ii) IL12RB1 
 
Parmi  les autres variations retrouvées dans  l’exome, une seule se trouve sur un 
gène  pour  lequel  un  rôle  dans  l’apoptose  et  la  voie  RAS/MAPK  a  été  précédemment 
rapporté ; il s’agit du récepteur Béta 1 de l’IL12 (IL12RB1). Cette chaîne du récepteur est 
commune à l’IL23, et il a été décrit sur les lignées 293T (cellules embryonnaires rénales 
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humaines) et HeLa (cancer du col utérin humain) qu’une augmentation de l’expression 
de  l’IL12RB1  induit  l’activation des CASPASES 9 et 3, une apoptose des cellules et une 
inhibition de la voie RAS/MAPK332. Une perte de fonction de cette chaîne pourrait donc 
avoir  des  effets  anti‐apoptotiques.  De  plus,  des  variations  de  l’IL12RB1  ont  été 
rapportées  comme associées de  façon  statistiquement  significative  aux  lymphomes de 
l’enfant333.  
 
Cette mutation hétérozygote non décrite, p.P449S, c.1345C>T, est prédite comme 
probablement  dommageable  par  Polyphen,  qui  prend  en  considération  les  propriétés 
physiques de  la protéine, mais pas par  l’algorithme Sift, qui ne prend en considération 
que le degré de conservation des acides aminés entre les espèces. Elle se situe sur l’exon 
12, dans la portion extracellulaire du récepteur, proche du domaine transmembranaire 
(exon 14). Il s’agit d’un domaine de type Fibronectine III, impliqué dans les interactions 
protéine‐protéine et l’adhésion cellulaire. 
 
Il  s’agit  donc  du  gène  candidat  qui  sera  étudié  dans  la  suite  de  ce  projet,  dans 
l’hypothèse d’une perte de fonction. D’autres mutations ont été rapportées par l’analyse 
de l’exome pour P4, mais pour lesquelles les données de la littérature ne fournissent pas 
de lien fort avec  l’apoptose ou les cancers et  leucémies. Un tableau récapitulatif de ces 
dernières est présenté en annexe. 
 
(b) P5 
 
L’analyse de l’exome des lymphocytes activés de P5 révèle trois gènes candidats 
dont  le  rôle  dans  l’apoptose  et/ou  les  cancers  et/ou  la  voie des MAPK est  documenté 
(Tableau 10). 
 
Etant  donné  le  rôle  de  l’integrine  béta  2  dans  l’apoptose  des  polynucléaires 
neutrophiles, la variation de ce gène semble être la première à explorer, compte tenu de 
sa pertinence avec la JMML. 
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Gène  AA  cDNA  Poly.  Sift  Arguments 
Integrin,  beta  2 
(complement  component  3 
receptor 3 and 4 subunit)  
R285C  c.853C>T  0,884  ‐  Joue  un  rôle  dans  l’apoptose 
des  polynucléaires 
neutrophiles334,335  et 
interviendrait via ERK336 
Serine/threonine kinase 33  I295V  c.883A>G  0,284  0,04  Sa  suppression  dans  des 
cellules  transformées  par 
KRAS  induit  leur 
apoptose337,338 
Transforming  growth 
factor,  beta  receptor 
associated protein 1  
M231T  c.692T>C  0,971  0,01  Intervient  dans  la 
signalisation  du  TGFB  et  par 
conséquent  peut  activer  les 
MAPK339 
Tableau 10 : Variations retrouvées lors de l’analyse de l’exome pour P5 
 
(c) P6  
 
L’analyse  de  l’exome  des  lymphocytes  activés  de  P6  a  révélé  des  variations 
hétérozygotes non décrites dans plusieurs gènes pouvant jouer un rôle dans l’apoptose, 
la  voie  RAS/MAPK,  le  développement  de  cancers  et  leucémies.  Ceux‐ci,  non  encore 
explorés, figurent dans le tableau 11. 
 
Le  premier  candidat  à  explorer  serait  DLC1,  étant  donné  d’une  part  les  forts 
scores de prédiction de retentissement sur la fonction de la protéine et d’autre part les 
données de la littérature disponibles.  En effet DLC1 est impliqué dans la voie RAS (GAP) 
et dans l’apoptose. Une surexpression de DLC1 dans la lignée A431 (carcinome épithélial 
humain) entraîne une augmentation de l’expression de BAX, une diminution de celle de 
BCL‐2 et une activité accrue de CASPASE 3340,341. De plus, les mutations de DLC1 que l’on 
retrouve  dans  les  cancers  se  situent  au  niveau  du  domaine  FAT,  muté  pour  P6 
également. 
 
 
 
 
 
 
 
Lanzarotti Nina - Thèse de doctorat - 2014 
  127 
Description  AA  cDNA  Polyp.  Sift  Arguments en faveur 
Cathepsin B  K237‐ 
No 
frameshift 
c.709_711 
delAAG 
0  0  Initie  l’apoptose  caspase 
indépendante  de  lignées 
cancéreuses  (poumon,  foie, 
neurones)342,  est  un mécanisme 
d’apoptose  utilisé  pour  la 
tolérance  aux  hautes  doses 
d’Ag343,344 
Deleted  in  liver 
cancer 1 (DLC1) 
D239Y 
Domaine 
FAT,  muté 
dans  les 
cancers 
c.715G>T  0,999  ‐  Rho GAP345 dont  l’expression est 
fréquemment  diminuée  dans  de 
nombreux  cancers346, 
suppresseur de tumeurs dans les 
lymphomes  B  et  autres  cancers, 
par apoptose347–349 
Trio Rho GNEF  V2148M  c.6442G>A  ‐  ‐  Régule l’adhésion et la migration 
cellulaire via RAC1350 
Ras  and  Rab 
interactor 3 
A817T  c.2449G>A  0,422  0,03  GNEF  pour  RAB31,  trafic 
vésiculaire351 
Connector enhancer 
of  kinase 
suppressor of Ras 1 
T8N  c.23C>A  0,302  0,01  Chaperonne  de  la  voie 
AKT/FOXO,  action  pro‐
prolifératrice  et  anti‐
apoptotique352 
Myeloid  /  lymphoid 
or  mixed  lineage 
leukemia,  transloc. 
to 4  
I1490M  c.4470C>G  0,999  0,01  Soumise à  la phosphorylation de 
ERK,  des  mutations  augmentent 
le risque de cancers353,354 
Suppression  of 
tumorigenicity  18 
(breast  carcinoma) 
(zinc finger protein) 
T376M  c.1127C>T  0,995  ‐  Suppresseur  de  tumeurs355, 
active les caspases effectrices356 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Tableau 11 : Variants retrouvés lors de l’analyse de l’exome pour P6, ayant un rapport avec l’apoptose et / ou la 
voie RAS / MAPK et / ou les cancers. 
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III. DISCUSSION ‐ PERSPECTIVES 
A. Concernant le cas de RALD 
 
Ce travail a débuté par l’identification d’un patient atteint de RALD, issu de notre 
cohorte de malades présentant un syndrome de  type ALPS mais pour  lesquels aucune 
mutation de FAS n’avait pu être identifiée.  
 
1. Les données de la littérature reproduites… 
 
Nos expérimentations nous ont permis de confirmer les données publiées depuis 
la description récente de plusieurs cas de cette nouvelle entité. Ces données et les nôtres 
convergent  vers  l’attribution  à  l’hyperactivité  de  la  voie RAS  au  sein  des  lymphocytes 
activés d’un défaut de contrôle apoptotique de la réponse immunitaire T lors du sevrage 
en  cytokines,  suite  à  la  dégradation  de  BIM  liée  à  sa  phosphorylation  par  la  voie  des 
MAPK/ERK.  Ce  défaut  d’ACAD  serait,  par  analogie  au  défaut  d’AICD  dans  l’ALPS,  le 
substrat  physiopathologique  sous‐jacent  à  l’apparition  des  symptômes  à  type  de 
lympho‐prolifération et auto‐immunité.  
 
2. … Complétées… 
 
Cependant,  le  patient  dont  nous  avons  décrit  l’évolution  nous  enseigne  que  la 
même  mutation  oncogénique  somatique  de  RAS  peut  entraîner  l’apparition  des  trois 
phénotypes chez un même patient : le phénotype RALD, puis LS‐JMML et enfin S‐JMML. 
Ceci est conforté par la publication récente de cas de patients guéris de JMML présentant 
à  distance  des  stigmates  de  lympho‐prolifération  et/ou  d’auto‐immunité  de  façon 
concomitante  à  la  présence  de  clones mutés  pour RAS,  pouvant  également  avoir  une 
diminution de l’expression de BIM. Notre première conclusion est donc que dans le cas 
des  mutations  oncogéniques  somatiques  de  RAS  au  niveau  des  progéniteurs 
hématopoïétiques,  il existe un continuum entre RALD – LS‐JMML – S‐JMML, et que des 
facteurs  additionnels,  génétiques,  épigénétiques  ou  autres  entrent  en  jeu  et  sont 
déterminants dans l’évolution clinique des patients. 
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3. … Mises en perspective 
 
Cette  première  conclusion  a  été  confortée  par  les  recherches  additionnelles 
effectuées sur les fibroblastes de ce patient, qui nous ont montré de façon surprenante 
que bien que non porteurs de la mutation de KRAS, ceux‐ci présentaient malgré tout une 
phosphorylation  augmentée  de  ERK  1  et  2  et  une  diminution  de  BIM.  Il  est  donc 
dorénavant  indéniable  que  pour  ce  patient  atteint  de  RALD  au  moins,  il  existe, 
probablement  au  niveau  germinal  puisque  l’anomalie  est  observée  au  niveau  des 
fibroblastes,  un  autre  événement  que  la  mutation  de  RAS,  ayant  lui  aussi  pour  effet 
d’activer la voie des MAPK et entraînant une diminution de BIM.  
 
Dans le but de conforter ces données, nous effectuons à l’heure actuelle des tests 
fonctionnels sur ces fibroblastes afin de confirmer un défaut d’apoptose lors du sevrage 
en facteurs de croissance, c’est à dire en sérum, qui serait l’équivalent du défaut d’ACAD 
observé sur les lymphocytes. La diminution du clivage de PARP lors de l’induction de la 
voie mitochondriale via BIM par la thapsigargine est un premier argument en faveur de 
l’existence de ce défaut fonctionnel. Immédiatement après nous essaierons de restaurer 
l’expression  de  BIM  en  utilisant  des  inhibiteurs  directs  de  l’action  de  ERK  1  et  2 
phosphorylées  afin  de  confirmer  le  lien  de  causalité  entre  cette  phosphorylation 
anormale observée et la diminution de BIM.  
 
Nous avons par ailleurs réalisé une analyse de l’exome pour ce patient, et avons 
identifié deux mutations sur deux gènes codant pour la protéine SRC et le TGFBR2, ayant 
tous deux un rôle dans la voie RAS/MAPK. La poursuite de ce travail sera donc de faire la 
preuve  expérimentale  de  l’implication  fonctionnelle  de  ces  mutations  pour  les 
fibroblastes  de  ce  patient,  par  des  tests  fonctionnels  d’apoptose,  des  restaurations  de 
l’expression  de  BIM  à  l’aide  d’inhibiteurs  spécifiques  de  ERK  phosphorylée,  SRC  et 
TGFBR2 ; et enfin des transfections. Notre hypothèse stipulant que le RALD de ce patient 
n’est  pas  lié  uniquement  à  la mutation  de KRAS mais  également  à  d’autres mutations 
ayant une influence sur la voie des MAPK serait ainsi confirmée. De plus, la mutation de 
RAS  étant  somatique  elle  serait  plutôt  un  deuxième  événement  que  l’événement 
initiateur dans ce cas. Enfin,  il restera à déterminer quels  facteurs ont  joué quels rôles 
dans l’évolution péjorative du patient. 
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B. Concernant les cas de JMML 
 
En parallèle, nous avons comparé l’apoptose de lymphocytes activés de patients 
atteints  de  JMML,  sévères  ou  non, mutés  dans NRAS  ou KRAS.  Dans  aucun  de  ces  cas 
nous n’avons  retrouvé  le défaut d’ACAD pourtant décrit  comme caractéristique de ces 
mutations.  
1. Le défaut d’ACAD n’est pas systématique 
 
D’après  nos  données,  il  semblerait  que  l’ACAD  puisse  être  indépendante  des 
caspases. Ces observations devront être confirmées sur plus de sujets contrôles.  
 
De  plus,  il  n’y  a  pas  systématiquement  de  défaut  d’ACAD, même  lorsque 100% 
des cellules T portent la mutation de RAS et que l’on détecte bien un excès de protéine 
RAS  active  et  de  phosphorylation  de  ERK.  Cependant,  nous  retrouvons  bien  une 
corrélation entre BIM et l’ACAD, puisque le seul cas où un défaut d’ACAD est observé est 
également le seul cas où BIM est diminuée. Ainsi, l’ACAD serait déclenchée par BIM mais 
de façon indépendante des caspases.  
 
Par  ailleurs,  il  nous  reste  à  élucider  le  problème  suivant :  pourquoi  la 
phosphorylation anormale de ERK n’entraîne pas systématiquement une diminution de 
BIM,  comme  chez  P2,  P3  et  P4 ?  Cette  observation  est  en  faveur  de  notre  hypothèse 
selon  laquelle  pour  P1  un  événement  additionnel  sur  la  voie  des  MAPK/ERK  est 
nécessaire à la diminution de BIM et à l’apparition d’un défaut d’ACAD. 
 
2. Le défaut d’AICD  
a) Est discriminant 
 
Par ailleurs, bien que l’apoptose extrinsèque soit normale comme en témoigne le 
test  fonctionnel  utilisant  un  agoniste  de  FAS,  l’Apo1.3,  nous  avons  révélé  un  défaut 
d’AICD. Ce défaut  apparaît uniquement dans  le  cas des patients présentant une  forme 
sévère de JMML, alors que nos deux patientes ayant eu une rémission sous traitement de 
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leur  JMML  et  non  traitées  depuis  plusieurs  années  ont  une  apoptose  strictement 
normale. 
 
Ce défaut d’AICD n’est pas en lien avec une diminution de la protéine BIM, qui au 
contraire  semble  augmentée.  Etant donné que  le  défaut d’AICD permet de  séparer  les 
phénotypes de JMML, on suppose ici encore la survenue d’événements additionnels qui 
non seulement confèrent un degré de malignité élevée aux cellules de la lignée myéloïde, 
mais  qui  de  plus  ont  une  influence  sur  la  régulation  de  l’homéostasie  lymphocytaire 
(comme en témoignent les chiffres anormalement élevés de lymphocytes circulants chez 
les trois patients S‐JMML), par le biais d’un défaut d’AICD. 
 
La  suite  du  travail  entrepris  après  confirmation  de  ces  données  chez  un  plus 
grand nombre de patients sera donc  la caractérisation des événements additionnels et 
pour ce faire, différentes approches sont nécessaires, à commencer par les explorations 
du défaut fonctionnel sur un plan biochimique. 
 
b) Est en rapport avec des anomalies des caspases 
 
Le défaut d’AICD des patients atteints de S‐JMML est corrélé à des anomalies au 
niveau de l’activation et / ou de la fonction des caspases, initiatrices comme effectrices, 
sans  que  des  mutations  de  ces  dernières  n’aient  été  retrouvées.  Ces  anomalies  des 
caspases  semblent  être  en  rapport  avec  un  défaut  de  régulation  des  IAPs,  dont 
l’expression  n’était  pas  régulée  négativement  après  l’adjonction  du  stimulus 
apoptotique, sans que des mutations des gènes codant pour leurs régulatrices SMAC ou 
HTRA2 n’aient été retrouvées.  
 
Nous  en  avons  donc  conclu  que  le  ou  les  événement(s)  additionnel(s)  à  la 
mutation  de  RAS  qui  déterminent  le  pronostic  des  patients  atteints  de  S‐JMML  dans 
notre  cohorte  agissent  sur  l’apoptose  lymphocytaire  dépendante  des  caspases, 
probablement  par  le  biais  de  leurs  protéines  régulatrices  dont  l’expression  n’est  pas 
répressible.  
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Il sera crucial par la suite de compléter par western blott le profil d’expression de 
l’ensemble des protéines de l’apoptose pour les trois patients atteints de S‐JMML. 
 
c) Et une transcription (a)normale ? 
 
Pour  continuer,  nous  avons  entrepris  une  approche  par  biologie  moléculaire. 
Après  avoir  éliminé  des  mutations  des  gènes  des  caspases  et  de  leurs  protéines 
régulatrices,  nous  nous  sommes  intéressés  à  la  transcription  des  gènes  de  l’apoptose. 
Nous  avons  vu  (Article  2)  que  la  grande majorité  des  gènes  n’est  pas  anormalement 
transcrite  au  cours  du  processus  d’AICD.  En  particulier,  cIAP1  et  2,  dont  l’expression 
protéique  aurait  dû  diminuer  lors  de  l’AICD,  n’étaient  pas  surexprimés  au  niveau  de 
l’ARN messager,  ce  qui  plaide  en  faveur de modifications post‐traductionnelles  de  ces 
deux  protéines.  Ces  modifications  post‐traductionnelles  seraient  ainsi  à  l’origine  du 
défaut d’apoptose via une inhibition de l’activation et de l’activité des caspases. 
 
 Il  y  avait  cependant  certaines  dérégulations  d’expression  des  ARN  messagers 
concernant d’autres gènes que  ceux  sus‐cités. Pour P4,  la plupart des gènes dérégulés 
interviennent dans la voie intrinsèque de l’apoptose comme illustré dans le tableau 12. 
Ces  dérégulations  en  faveur  de  l’apoptose  nous  ont  paru  refléter  une  tentative  de 
compensation  du  défaut  d’apoptose  des  lymphocytes  par  un  mécanisme  restant  à 
élucider, plus qu’une cause du défaut observé. 
 
Patient  Gène  RQ  Implication 
P4  DR6  13,71  Induit l’apoptose mitochondriale357 
P4  BIRC8  0,08  Inhibiteur spécifique de CASPASE 9358 
P4/P5  BOK  8,12/171  Effectrice de la famille BCL2 
P4/P5  BID  7,41/5,1  Inductrice de la famille BCL2 
P4  RIPK2  5,08  Son domaine CARD active les caspases359 
Tableau 12 : Gènes favoriasant l’apoptose par la voie mitochondriale dont l’expression est augmentée 
 
Il  y  aurait  pourtant  peut  être  ici  une  piste  à  approfondir,  étant  donné  que 
quelques activateurs de NF‐kB étaient également dérégulés, en faveur de son activation 
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(tableau 13)  et  que  l’expression d’un  gène  anti‐apoptotique de  la  voie mitochondriale 
BCL2L10360  était  aussi  augmentée  (8,36  fois  la  valeur  contrôle).  Cependant,  ces 
variations  restent  peu  importantes,  d’un  facteur  inférieur  à  10  fois  la  valeur  trouvée 
chez les contrôles. 
 
Patient  Gène  RQ  Implication 
P4  CARD9  9,4  Recrute BCL2L10 pour activer le NF‐kB361 
P4  CARD15  5,07  Active le NF‐kB362 
P4  RIPK2  5,08  Active le NF‐kB359 
Tableau 13 :  Transcription en faveur de l’activation du NF‐kB au cours de l’AICD de P4 
    
Concernant P5, il y a comme pour P4 une augmentation de la transcription de BID 
et  BOK,  majeure  pour  BOK,  qui  cependant  nous  semble  difficilement  pouvoir  être  la 
cause d’un défaut d’AICD étant donné son rôle d’effecteur de l’apoptose. 
 
Cependant,  il  existe  des  dérégulations  d’expression  en  défaveur  de  l’apoptose, 
comme  illustré  dans  le  tableau  14,  qui  pourraient  être  une  piste  intéressante,  en 
particulier  BIRC7,  dont  le  facteur  d’expression  est  supérieur  à  200  fois  la  valeur 
normale.  Pour  la  suite,  nous  évaluerons  l’expression  protéique  de  BIRC7  par western 
blott et étudierons son site promoteur ainsi que les facteurs de transcription impliqués 
dans son expression. 
 
Patient  Gène  RQ  Implication 
P5  BAK  0,19  Effectrice de la famille BCL2 
P5  CARD9  13,26  Recrute BCL2L10 pour activer le NF‐kB361 
P5  BIRC8  16,46  Inhibitrice  de  l’apoptose  augmentée  dans  les 
syndromes myélodysplasiques363 
P5  BIRC7  272,84  Inhibitrice de l’apoptose dont l’expression est 
très augmentée dans de nombreux cancers364 
Tableau 14 : Transcription en défaveur de l’apoptose au cours de l’AICD de P5 
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d) N’est pas corrélé à l’hyperactivation de la voie RAS 
 
En  ce  qui  concerne  le  rôle  de  l’activation  de  la  voie RAS  dans  le  défaut  d’AICD 
chez les patients S‐JMML, nous avons constaté que la présence de la protéine RAS active 
en excès n’est pas corrélée à un pourcentage élevé de cellules mutées pour RAS.  
 
Il  n’y  a  pas  non  plus  de  corrélation  entre  la  phosphorylation  de  ERK  et 
l’expression de BIM. La protéine RAS est bien détectée sous sa forme active en grandes 
quantités pour les LS‐JMML et il y a bien une phosphorylation augmentée de ERK, mais 
cela ne suffit pas à entraîner une diminution de BIM. Ceci est toujours en faveur de notre 
hypothèse de la nécessité d’un événement additionnel chez P1 expliquant la diminution 
de BIM. L’augmentation de BIM chez les S‐JMML est indépendante de la mutation et de 
l’activité  de  RAS,  et  semble  en  rapport  avec  la  diminution  de  l’AICD,  en  tant  que 
mécanisme compensateur. 
 
  Lymphocytes T 
RAS mutés 
Active RAS pulldown 
sur Lymphocytes T 
Phosphorylation 
de ERK 1 et 2 
BIM 
P1  100%  +     
P2  100%  ++++     
P3  100%  ++     
P4  20%  ND     
P5  20‐50%  +++     
P6  <10%  ++     
Tableau 15 : Récapitulatif de la corrélation entre mutation de RAS et activité de la voie RAS/MAPK/ERK 
 
e) Les données du miRNome et de l’exome ouvrent les 
perspectives 
 
Les anomalies de la cascade de l’apoptose que nous avons détectées en biochimie, 
c’est à dire les caspases non clivées ou clivées et non actives, et les IAPs trop exprimées, 
n’ont pas pu être expliquées directement par des mutations des gènes codant pour ces 
protéines ni par une transcription anormale de ces dernières. Nous pensons donc à des 
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événements  additionnels  dont  les  conséquences  se  répercuteraient  sur  la  régulation 
post‐traductionnelle  des  protéines  de  l’apoptose.  L’analyse  de  l’expression  des micro‐
ARN et de l’exome nous oriente et nous avons à présent plusieurs gènes et micro‐ARN 
candidats. La suite de ce projet sera ainsi essentiellement orientée vers l’élucidation des 
événements additionnels intervenant dans le RALD et les S‐JMML. 
 
Pour P1, nous nous orientons vers une mutation sur  la voie des MAPK, avec un 
gain de fonction de SRC et/ou de TGFBR2. Les fibroblastes de ce patient étant porteurs 
de  cet  événement  additionnel,  nous  poursuivrons  les  expériences  sur  ceux‐ci,  en 
cherchant  à  faire  la  preuve  qu’une  inhibition  d’une  ou  des  deux  protéines  candidates 
restaure  l’expression  de  BIM  et  une  ACAD  normale.  Ensuite,  nous  procéderons  à  des 
transfections des gènes mutés dans des lignées. 
 
Pour  les  S‐JMML,  nous  nous  orientons  en  priorité  vers  des  événements 
modificateurs de  l’apoptose, pouvant avoir des effets post‐traductionnels sur plusieurs 
protéines  impliquées  dans  la  cascade  apoptotique.  Sur  le  plan  génétique,  pour  P4 
l’implication d’une perte de fonction de l’IL12RB1 sera la première piste, pour P5 ce sera 
celle  d’une  perte  de  fonction  de  l’Intégrine  Béta  2  et  pour  P6  celle  d’une  perte  de 
fonction de DLC1. Pour  ces  trois patients,  la disponibilité du matériel  est  limitée  suite 
aux  greffes  de moelle  voire  au  décès  pour  P6.  La  transfection  ou mutagenèse  dirigée 
devront être utilisées pour la suite des explorations. 
 
Concernant les micro‐ARNs,  il sera intéressant d’approfondir l’étude en évaluant 
l’expression de ceux dont  l’intérêt a été dégagé par notre étude préliminaire dans une 
plus grande cohorte de patients. Cette cohorte pourra éventuellement être agrandie par 
des patients atteints de S‐JMML porteurs de mutations autres que RAS, en particulier de 
PTPN11.  Une  étude  à  plus  grande  échelle  permettra  d’isoler  les  micro‐ARNs  dont 
l’expression  sera  changée  dans  le  même  sens  pour  un  grand  nombre  de  patients. 
Ensuite, l’étude plus précise des cibles de ces derniers, par extinction ou surexpression 
dans  des  lignées,  et  des  mécanismes  par  lesquels  ils  ont  une  influence  sur  la  JMML 
ajoutera  à  la  valeur  pronostique  qu’ils  pourront  apporter  une  valeur  potentiellement 
thérapeutique.  
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La figure 36 récapitule les pistes évoquées ci‐dessus. 
 
 
 
Figure  36 :  Schéma  récapitulatif  des  événements  ajoutés  aux  mutations  de  RAS  pouvant  concourrir  à 
expliquer les différences phénotypiques observées 
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IV. CONCLUSION 
 
Pour  étudier  les  interactions  entre  apoptose  lymphocytaire  lors  de  la  réponse 
immunitaire  T  et  hyper  activation  de  la  voie  RAS,  nous  nous  sommes  intéressés  aux 
cellules de patients porteurs de mutations activatrices de NRAS et KRAS sur leurs lignées 
lymphoïde  et  myéloïde  matures.  Nous  avons  évalué  leurs  capacités  à  contrôler  la 
prolifération  déclenchée  par  le  contact  antigénique  in vitro  avec  les  tests  fonctionnels 
d’ACAD et AICD.  En  fonction de nos  résultats,  nous  avons  approfondi  les  explorations 
par la biologie moléculaire et la biochimie. L’ensemble des données rassemblées suite à 
ces expérimentations nous mène à plusieurs conclusions. 
 
Tout d’abord, nous remettons en question la distinction formelle entre RALD, LS‐
JMML et S‐JMML. Il apparaît effectivement qu’il existe un continuum et non trois entités 
distinctes.  Ce  sont  des  événements  additionnels  qui  interviennent  au  sein  de  ce 
continuum et déterminent l’évolution des patients. 
 
Des  patients  présentant  une  JMML  indolente,  nous  tirons  l’enseignement  que 
bien que  la mutation de RAS  soit  présente  dans  leurs  cellules T  et  qu’on  y  détecte  de 
fortes  quantités  de  protéine  RAS  active,  la  protéine  BIM  elle  n’est  pas  diminuée  et 
l’ACAD est normale. Nous en concluons que la mutation de RAS à elle seule ne suffit pas à 
entraîner le phénotype décrit classiquement dans les RALD.  
 
Du patient présentant un RALD, nous avons appris que le phénotype fonctionnel 
et biochimique attribué à la mutation de RAS dans la littérature est, dans ce cas pour le 
moins,  induit par un autre événement, présent sur la lignée fibroblastique, intervenant 
également  dans  la  voie  de  signalisation  des  MAPK/ERK.  Il  est  possible  que  cet 
événement  suffise  à  induire  le  phénotype  sur  la  lignée  fibroblastique  mais  qu’une 
coopération  avec  la  mutation  de  RAS  soit  nécessaire  au  niveau  de  la  lignée 
lymphocytaire.  Nous  avons  identifié  deux  gènes  candidats  très  probables,  c‐SRC  et 
TGFBR2. 
 
Nous avons mis en évidence un défaut d’AICD chez les patients atteints de JMML 
sévère, permettant de les discriminer des patients LS‐JMML sur le plan biologique. Nous 
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l’attribuons à un défaut des caspases  initiatrices comme effectrices,  indépendant de  la 
mutation  de  RAS  mais  soumis  à  l’action  des  IAPs.  Il  nous  semble  donc  cohérent  de 
conclure  qu’il  existe  un  événement  primitif,  ayant  une  incidence  sur  l’apoptose 
dépendante des caspases, auquel s’ajoutent  les mutations de RAS. Nous n’avons pas de 
piste  forte  au niveau de  la méthylation de  l’ADN  suite  à nos premières  investigations. 
Nous avons des perspectives pertinentes au niveau de la transcription de certains ARN 
messagers,  de  l’expression  anormale  de  certains  micro‐ARNs  et  de  variations 
génétiques. Ces anomalies auraient une influence sur la voie RAS pour le RALD et sur la 
régulation  post‐traductionnelle  des  protéines  régulatrices  de  l’apoptose  pour  les  S‐
JMMLs. La preuve de leur implication et leur identification plus détaillée prolongera ce 
projet. 
 
Enfin,  nous  pouvons  dégager  des  pistes  thérapeutiques  de  ce  travail.  Ainsi, 
l’ACAD défectueuse dans le RALD semble bien être en rapport avec une phosphorylation 
anormale  de  ERK,  ce  quelle  qu’en  soit  la  cause.  Des  inhibiteurs  de  l’action  de  ERK 
phosphorylée sembleraient donc appropriés pour  le  traitement de patients présentant 
un RALD.  A  l’opposé,  l’AICD  défectueuse  des  patients  S‐JMML  est  indépendante  d’une 
phosphorylation  anormale  de  ERK  mais  liée  à  un  défaut  des  caspases.  Tant  que  les 
causes  précises  de  ce  défaut,  qui  semblent  uniques  à  chaque  patient,  n’ont  pas  été 
identifiées,  l’utilisation  de  molécules  inductrices  de  l’apoptose  indépendante  des 
caspases semble être une piste licite. 
 
 
 
Figure 37 : Représentation schématique des conclusions du travail 
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V. ANNEXES 
A. Article 1 sous forme publiée 
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B. Article 3 sous forme publiée 
 
 
 
Are RASopathies new monogenic predisposing conditions to the development
of systemic lupus erythematosus? Case report and systematic review of
the literature☆
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a b s t r a c t
Objective: RASopathies (Noonan syndrome (NS) and Noonan-related syndromes) are neurodevelopmen-
tal syndromes resulting from germline mutations in genes that participate in the rat sarcoma/mitogen-
activated protein kinases (RAS/MAPK) pathway (PTPN11, SOS1, RAF, KRAS or NRAS, and SHOC2). Some
monogenic conditions are associated with the development of systemic lupus erythematosus (SLE), and a
few reports described the association of SLE with NS. We aim to search for a relationship between
RASopathy and the development of SLE.
Methods: We reported for the ﬁrst time a case of 13-year-old boy with NS with loose anagen hair
(NSLAH) resulting from mutation in SHOC2 who developed an autoimmune disorder that fulﬁlled four
American College of Rheumatology (ACR) criteria for the classiﬁcation of SLE (polyarthritis, pericarditis,
antinuclear antibodies, and anti-DNA antibodies). The case report then prompted a literature review by a
systematic search for English and French articles on the subjects of RASopathies and SLE that had English
abstracts in PubMed from 1966 to 2012.
Results: We identiﬁed seven additional patients with RASopathy and SLE. The male-to-female ratio was
1:1 and age at onset of SLE ranged from 5 to 32 years. The most common features were polyarthritis (7/8
patients), autoimmune cytopenia (4/8 patients), and pericarditis (4/8 patients) while only one patient
presented with skin involvement.
Conclusion: The association of two rare diseases in eight patients suggests that RASopathies may be
associated with the development of SLE, which is characterized by a higher male-to-female ratio, a lower
rate of skin involvement, and a higher rate of pericarditis than “classic” SLE.
& 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
Genetic factors confer a predisposition to the development of
systemic lupus erythematosus (SLE). SLE is commonly considered
to be a polygenic disorder. However, it may be also associated with
mutations in single genes, in Aicardi–Goutieres syndrome (AGS),
spondylenchondrodysplasia (SPENCD), defects in the classical
pathway of complement activation, in disorder related to
DNASE1L3 mutation, and in chronic granulomatosis disease [1].
Recently, Y. Crow suggested that SLE is not a single disease, and
may rather comprise, to some extent, a heterogeneous collection
of rare monogenic disorders [1]. A few reports described the
association of Noonan syndrome (NS, OMIM: 163950), classiﬁed
as a RASopathy with autoimmune features, including SLE [2–8].
RASopathies are autosomal dominant neurodevelopmental syn-
dromes resulting from germline mutations in genes that partic-
ipate in the rat sarcoma/mitogen-activated protein kinases (RAS/
MAPK) pathway, an important signal transduction pathway
through which extracellular ligands stimulate cell proliferation,
differentiation, survival, and metabolism [9]. They comprise NS
Contents lists available at ScienceDirect
journal homepage: www.elsevier.com/locate/semarthrit
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0049-0172/$ - see front matter & 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
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C. LUMA 
 
  Echantillon  A  C  T  C'  H2O  A'  T' 
HpaII  P4  4,58  3,68  3,82  0,47  0,01  1,5  1,4 
P5  3,54  1,92  2,12  0,1  0,04  0,75  0,62 
P1  5,48  4,22  4,37  0,19  0,07  1,51  1,46 
P6  2,06  2,83  1,56  0,21  0,32  0,83  0,56 
P2  2,34  2,01  1,6  0,18  0,13  0,87  0,81 
Contrôle  6,5  5,47  5,94  0,28  0,09  2,34  2,18 
MspI  P4  3,87  12,1  3,4  0,46  0,03  1,33  1,26 
P5  3,79  9,92  2,47  0,23  0,02  0,8  0,73 
P1  5,1  16,59  4,35  0,31  0,04  1,4  1,24 
P6  2,63  12,65  1,82  0,37  0,05  0,71  0,55 
P2  2,5  8,69  1,91  0,2  0,16  0,9  0,81 
Contrôle  7,68  25,5  6,83  0,52  0,06  2,34  2,09 
Tableau 16 : Détails de l’analyse de la méthylation,par LUMA 1/2 
 
  Echantillon  EcoRI 
(A+A’)/ 
(T+T’) 
(A+A')  (T+T')  moy 
AT 
HpaII/ 
EcoRI  
(C+C')/ 
moyAT 
MspI/ 
EcoRI 
(C+C')/ 
moyAT 
HpaII  P4  1,16  6,08  5,22  5,65  0,73    
  P5  1,57  4,29  2,74  3,52  0,57   
  P1  1,20  6,99  5,83  6,41  0,69   
  P6  1,36  2,89  2,12  2,51  1,21   
  P2  1,33  3,21  2,41  2,81  0,78   
  Contrôle  1,09  8,84  8,12  8,48  0,68   
MspI  P4  1,12  5,2  4,66  4,93       2,55 
  P5  1,43  4,59  3,2  3,90      2,61 
  P1  1,16  6,5  5,59  6,05      2,80 
  P6  1,41  3,34  2,37  2,86      4,56 
  P2  1,25  3,4  2,72  3,06      2,91 
  Contrôle  1,12  10,02  8,92  9,47      2,75 
Tableau 17 : Détails de l’analyse de la méthylation,par LUMA 2/2 
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D. Exome 
 
Nom complet  AA  cDNA  Polyp  Sift 
Amino peptidase‐like 1   A293V  c.878C>T  0,996  ‐ 
Angiomotin like 2   R468Q  c.1403G>A  0,97  0,01 
ATP‐binding cassette A 1  M968T  c.2903T>C  0,678  ‐ 
C7orf55‐LUC7L2 protein    H9P  c.26A>C  ‐  0,01 
CDC42 binding protein kinase alpha   R1633C  c.4897C>T  0,845  ‐ 
Chromo  domain  helicase  DNA  binding 
protein 8 
R171C  c.511C>T  0,993  ‐ 
Chromosome 19 open reading frame   V171A  c.512T>C  0,995  0,02 
Coiled‐coil domain containing   R433H  c.1298G>A  0,962  0,02 
Collagen, type II, alpha   R1240W  c.3718C>T  ‐  0,02 
CutA divalent cation tolerance homolog   N54K  c.162C>A  0,912  ‐ 
Docking protein 3   R121W  c.361C>T  0,992  ‐ 
EF‐hand calcium binding domain 13   I400L  c.1198A>C  0,961  0,04 
F‐box protein 33   R54G  c.160C>G  ‐  0,05 
FK506 binding protein 7   I113T  c.338T>C  0,988  ‐ 
Folylpolyglutamate synthase  P583L  c.1748C>T  0,976  0,01 
Gamma‐glutamyl carboxylase   R260W  c.778C>T  0,999  ‐ 
General transcription factor IIIC, 1 alpha   G191A  c.572G>C  0,999  ‐ 
Glutamate receptor, ionotropic, N‐methyl D‐
aspartate 2C  
R516C  c.1546C>T  1  ‐ 
Kelch domain containing 4   Q400Stop  c.1198C>T  ‐  ‐ 
Lectin, galactoside‐binding, soluble, 13   A51V  c.152C>T  0,939  0,04 
Notch 4   P597L  c.1790C>T  0,999  ‐ 
nuclear receptor interacting protein 1  L505F  c.1513C>T  0,998  ‐ 
Olfactory receptor, 51, G, 2   R127H  c.380G>A  0,999  ‐ 
Perilipin 1   R512L  c.1535G>T  0,993  ‐ 
Phosphodiesterase 4C, cAMP‐specific   D519G  c.1556A>G  0,958  ‐ 
Protocadherin alpha 9   G42R  c.124G>C  1  ‐ 
SH3‐domain binding protein 1   E220G  c.659A>G  0,996  ‐ 
Solute carrier family 27 member 4   V536M  c.1606G>A  0,999  ‐ 
TAF3 RNA polymerase II, TATA box binding 
prot. associated factor 
L525Stop  c.1574T>A  ‐  ‐ 
Transmembrane  emp24  protein  transport 
domain containing 8  
R281Q  c.842G>A  1  ‐ 
Transmembrane protein 25  V82M  c.244G>A  0,997  0,02 
Transmembrane protein 66   A186T  c.556G>A  0,959  0,01 
Tripartite motif containing 65  W39Stop  c.116G>A  ‐  ‐ 
Trypsin domain containing 1   V19G  c.56T>G  0,998  ‐ 
Ubiquinol‐cytochrome  c  reductase  core 
protein I  
R422C  c.1264C>T  0,996  ‐ 
Ubiquitin specific peptidase 40  L1012P  c.3035T>C  0,996  ‐ 
UBX domain protein 6  L395W  c.1184T>G  0,997  ‐ 
Vacuolar protein sorting 53 homolog   R80L  c.239G>T  0,987  0,01 
Zinc finger protein 366   F374L  c.1120T>C  0,996  ‐ 
Tableau  18 :  Variants  de  P4  non  décrits  susceptibles  de  modifier  la  fonction  de  la  protéine  mais  dont  la 
pertinence avec le phénotype clinique et biologique est faible. 
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